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El epidídimo es un órgano de vital importancia en la biología de
la reproducción, adquiriendo día a día un mayor protagonismo en los
diferentes estudios encaminados a esclarecer el papel que desempeña
en estos procesos. Las contribuciones del eíuitelio epididimal son
esenciales para la adquisición del poder fertilizante del
espermatozoide [Bedford, 1975 #63; Orgebin-Crist, 1975 #73] aunque
todavía no se han identificado los factores responsables de este
proceso. Este hecho se debe en parte a la dificultad que entraña el
relacionar cambios específicos del espermatozoide con la obtención de
la capacidad fertilizante por el mismo, puesto que la maduración del
espermatozoide lleva consigo modificaciones morfológicas y
bioquímicas, estando sólo alguna de éllas directamente asociada con la
capacidad que posteriormente adquiere para penetrar el oocito
[Bedford, 1975 •#63; Leese, 1988 #15j. Por otra parte, el lumen
epididimal contiene gran variedad de compuestos, muchos de los
cuales pueden ser necesarios para un mantenimiento adecuado de la
viabilidad del espermatozoide, sin que necesariamente se desarrolle
alteración al gtin a en su función
1. EL EPIDIDIMO: ESTRUCTURA
El epidídimo forma un conducto único pero extraordinariamente
plegado, de tal manera que su enorme longitud ocupa muy poco
espacio, que conecta el testículo con las vias seminales inferiores. Así,
el epidídimo es, al principio, via de paso de los espermatozoides que
salen del testículo y en su parte final se convierte en la principal zona
de almacenamiento de estos espermatozoides.
Desde largo tiempo atrás, son conocidas la diferencias
estructurales existentes entre epidídimos procedentes de diferentes
especies [1-lamilton, 1975 #99], aunque en la mayoría los casos se
pueden distinguir claramente tres áreas anatómicas: una cabeza’
prínci pal (caput) que recibe espermatozoides y fluido de los vasos
eferentes testiculares, un “cuerpo, mas estrecho (corpus o istmo), que
conecta la cabeza con una ‘cola” globosa (cauda) que se encarga de
almacenar el esperma hasta la eyaculación (Fig 1). Los conductos
eferentes, que conectan los túbulos testiculares con el epidídidmo,
participan en procesos de resorción y secreción de material al fluido
lum mal. El segmento medio del epidídimo, representado por gran
parte del caput más el corpus, interviene directamente en la
maduración del espermatozoide. Por último, el segmento terminal, que
comprende la cauda más el túbulo deferente proximal, se encarga del
almacenamiento del espermatozoide fértil. El epitelio de ambos
A
Fig. 11. Morfología dcl epidídimo de conejo; conexión con la
red tubular del testículo.
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segmentos está implicado en procesos de absorción y secreción
[Orgebin-Crist, 1987 #l; Moore, 1981 #57]. Este epitelio está formado
por dos tipos principales de células: células principales predominantes
y pequeñas células basales, cuya función hoy día se desconoce. En el
segmento inicial se encuentran también las llamadas células apicales y
en todo el ducto existen “células halo”. Las cálulas principales
contienen un gran aparato de Golgi y numerosos microvilli en su zona
apical. Igualmente se pueden encontrar macrófagos en el epitelio en
cuestion.
En términos generales, todo el fluido que llega al epidídimo a
partir del testículo sufre un proceso de reabsorción en los conductos
eferentes y la parte inicial del caput. De esta forma se origina un
aumento de concentración espermática en la suspensión lurninal. Las
células principales secretan compuestos específicos y enzimas hacia el
fluido luminal que provocan modificaciones en la membrana
plasmática y estructuras internas del espermatozoide, así como en sus
funciones, haciendo que se conviertan en células mótiles y fértiles.
Todavía no se conoce con exactitud el lugar concreto dentro del
epidídimo de conejo al que debe ser transportado el espermatozoide
para alcanzar un determinado umbral fecundante para el oocito.
2. I”UNCION DEL EPIDIDIMO
2.1.- Maduración del espermatozoide en el epidídimo
El epidídimo aporta tanto las secreciones corno el tiempo
necesario para que el espermatozoide inmaduro que abandona el
testículo se convierta en una célula madura con capacidad de
fertilización del oocito. Los procesos de resorción que tienen fugar en el
epidídimo pueden igualmente modificar el espermatozoide de forma
que pueda interaccionar con las diferentes secreciones circundantes.
Durante su tránsito por este órgano, los espermatozoides desarrollan
su ca paciclad cíe fertilización tanto “in vivo” como ‘Fin vitro”,
pudiéndose encontar en el corpus distal del epidídimo de conejo
poblaciones de espermatozoides capaces de penetrar en un gran
porcentaje los oocitos correspondientes. Una vez que tal capacidad es
adquirida, no se producen alimentos significativos de la misma en
regiones más distales del epidídimo [Overstreet, 1974 #100].
2.2.- Capacidad fertilizante
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2.2.1.- Motilidad del espermatozoide
La inducción de la capacidad del espermatozoide, dentro del
propio conducto epididi¡nal, para sufrir un aumento progresivo de su
motilidad, es de vital importancia para que éstos puedan negociar con
éxito el cérvix o la juntura uterotubal. Los cambios en la composición
intracelular del espermatozoide, parecen ser directamente
responsables del incremento en la motilidad, estando el epidídimo
directamente implicado en la facilitación de estos cambios por medio
de un aporte o eliminación de iones o cofactores que actuan sobre el
flagelo (Brokaw, 1987 #26). La capacidad para desarrollar una
“motilidad hiperactivada” en las proximidades del oocito, debe
gualmente desarrolí arse durante el trán sito epididimal ([Overstreet,
1974 #100]).
2.2.2.- Capacitación
La capacitación es un proceso ‘pre-fertilización’ necesario y sin
el cual los espermatozoides, incluso cuando alcanzan la madurez, son
incapaces de fertilizar el oocito (ya sea por alteraciones en la unión o
en la penetración ¡)osterior en la zona pelúcida). Inicialmente se
describió la capacitación como un periodo de residencia en el tracto
femenino precisado por el espermatozoide para poder fecundar los
oocitos recien ovulados (LChang, 1984 #101]). La capacitación es un
evento reversible protagonizado por “factores de decapacitación” que,
de acuerdo con diferentes hipótesis, actuarían sobre espermatozoides
previamente capacitados en el tracto femenino; la naturaleza de tales
factores comprende péptidos, glicoproteinas y lípidos ([Davis, 1983
#i (>2]).
Durante la capacitación tienen lugar una serie de cambios en la
superficie del espermatozoide, que van desde una reducción de la
carga en la superficie de la membrana hasta cambios que se traducen
cii una alteración en las propiedades de unión al oocito. Probablemente
representen variaciones en las unidades carbohidratadas más
expuestas al exterior, cambios puestos de manifiesto a través de
estudios que revelan modificaciones en sus propiedades de unión a
lectinas ([Brown, 1983 #65; Moore, 1981 #57])
Numerosos estudios han dado a conocer las alteraciones que
sufren las proteínas de membrana durante la capacitación (cambios en
la distribución de anticuerpos dirigidos contra estas proteínas [Brown,
1983 •#65], reajustes de partículas intramembrana, y pérdidas de
proteínas de alto peso molecular del espermatozoide capacitado
4
M
[Bearer, 1990 #98; Oliphant, 1979 #29; Overstreet, 1974 #l00]). El
epidídimo juega un papel decisivo en la consecución de este proceso;
igualmente, los andrógenos promueven la incorporación de
aminoácidos en proteínas epididimales específicas que son secretadas
al lumen y que posteriormente se asocian a la superficie del
espermatozoide maduro ([Brooks, 1980 #37; García, 1988 #77; Zeheb,
1984 #30]).
La capacitacion, por tanto, refleja una fase de ciertas acciones
epididimales encaminadas a prevenir la expresión fuera de tiempo de
propiedades que adquiere el espermatozoide una vez que madura. La
estabilización de la membrana celular del espermatozoide por
adsorción de proteínas o esteroles secretados por el epidídimo se
revierte en el tracto femenino, de forma que los procesos
posteapacitacién ocurren en las cercanías del oocito recién ovulado
2.2.3.- Reacción acrosomal
El término “reacción acrosomal” se refiere a un conjunto cíe
cambios que tienen lugar en el acrosoma y que se traducen en la
liberación de su contenido de enzimas hidrolíticos y la exposición de
una nueva membrana limitante de la porción anterior de la cabeza del
espermatozoide, procesos esenciales para la fertilización ([Bedforfd,
1978 #103; Chang, 1984 #iOl; Bearer, 1990 #98]). La membrana
plasmática del espermatozoide se fusiona con la membrana acrosomal
externa localizada inmediatamente por debajo, dando lugar a la
aparición de vesículas membranosas. Sin embargo, el origen de los
cambios que tienen lugar durante la reacción acrosomal no está
esclarecido por el momento. La vesiculación de la membrana de la
cabeza del espermatozoide ocurre gracias a que las membranas
implicadas están lo suficientemente cerca como para fusionarse, y,
aunque se ha sugerido por diferentes autores la participación del
citoesqueleto cii este proceso ([Olson, 1983 #143B, aún no se conoce el
grado de implicación microtubular. Algunos datos apuntan a que
ciertos cambios en la composición de la membrana la hacen más
susceptible para la fusión. Podría darse una mayor explicación a este
punto si se conociera con exactitud la composición de las membranas
participantes en la fusión, aunque se sabe, gracias a diferentes
estudios bioquímicos, que la membrana acrosomal externa contiene
mas colesterol y una menor actividad Ca2+~ATPasa que la membrana
plasmática. Una de las principales consecuencias de la reacción
acrosomal es la liberación de enzimas ([Zaneveld, 1970 #13]), entre los
que merece mención especial la denominada acrosina ([Bradford, 1981
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#104; Johnson, 1983 #1051). La acrosina es una proteasa con capacidad
para digerir la zona pelúcida, aunque el hecho de que el
espermatozoide pueda penetrar en zonas resistentes a acrosina y
tripsina puede explicarse mediante la acción de otros enzimas
acrosomales como la arilsulfatasa, que puede estar implicada
directamente en el proceso de penetración. La acrosina está presente
en el espermatozoide epididimal maduro en forma de un precursor
denominado proacrosina, que puede estar localizado en la membrana
acrosomal interna ([Bradford, 1981 #104]), en la matriz acrosomal, o
en ambas ([Johnson, 1983 4*105]). Es liberada mediante autoactivación
de la proacrosina una vez que tiene lugar la disrupción acrosomal o
bien por acción de un enzima, la acrolisina. La liberación prematura
del enzima se evita gracias al bajo pH existente en ciertos
compartimentos acrosomales o mediante inhibidores de tripsina
endógenos localizados en células espermáticas que no presentan este
1)1-1 ácido. Igualmente se ha demostrado que alguno de estos
inhibidores se pierde durante la capacitación ([Goodpasture, 1981
4* 1 061).
Los inhibidores de proteasas están presentes en múltiples formas
y numerosos tejidos. Su función fisiológica principal es evitar
proteolisis no deseadas, aunque en general, no se tienen excesivos
detalles sobre el papel que desempeñan. Con la excepción de las
macroglobu Ii nas, que inhiben proteinasas de todo tipo, se puede
afirmar cíue los inhibidores proteicos actúan gracias a un determinado
mecanismo característico de cada una de las diferentes clases. Entre
¡ocIos éstos, los mejor caracterizados son los inhibidores de serín-
proteasas, que interaccionan con las proteasas de acuerdo con un
mecanismo común. En ja superficie de cada molécula inhibidora existe
un puente peptídico a nivel del sitio activo, que se combina con el
enzima , haciendo las veces de substrato para ésta.
En el complejo estable enzima-inhibidor el sitio activo se
encuentra todavía intacto y el estado conformacional de los residuos
c~ue lo circundan se corresponde con el óptimo para un substrato. Estos
sitios activos son muy rígidos y los cambios producidos durante la
interacción de cada uno de los componentes del complejo enzima-
inhibidor son mínimos.
Es característico de estos inhibidores la presencia de varios sitios
reactivos homólogos en la misma cadena polipeptidica, y, por otro lado,
que el hecho de sustituir un aminoácido por otro en esta región,
conduce a un cambio en la actividad inhibidora. La hipervariabilidad
de estos sitios activos a lo largo del proceso evolutivo, está en claro
contraste con la evolución de los sitios activos de otras proteinas, que
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se manifiestan como altamente conservados, del mismo modo que
sustituciones a ese nivel, originan una pérdida total en su actividad.
Durante los últimos años se ha sugerido que la función fisiológica
de [os inhibidores de proteasas en las secreciones de las glándulas
accesorias masculinas está relacionada con la fertilización ([Tschesclie,
1974 #134; Goodpasture, 1981 4H06]). Estos compuestos inhiben
acrosina y su eliminación parece estar involucrada en el proceso de
capacitación ([Goodpasture, 1981 #1 06]).
Se acepta de forma general que los espermatozoides no entran en
contacto con estos inhibidores hasta que no se produce la eyaculación.
Sin embargo, el haber encontrado altas concentraciones de inhibidores
de tripsina en el fluido epididimal de carnero y cerdo puede indicar
que el espermatozoide se encuentra expuesto a altas concentraciones
de inhibidores de tripsina desde el momento que abandona el
testículo.
Mediante ensayos de marcaje, se han localizado inhibidores exogenos
de acrosina en la membrana acrosomal interna, mientras que los
inhibidores exógenos anteriormente mencionados actuan solamente
sobre la fracción soluble del enzima, enfatizando este hecho la
importancia de la forma ligada del enzima durante la fertilización.
3. PRODUCTOS DE SECRECION DEL EPIDíDIMO Y SU
REGULACION
3.1.- Secreción y resorción (le proteínas epididimales
Como se ha mencionado con anterioridad, las diferentes
aportaciones del epitelio del epidídimo son imprescindibles para la
adquisición de la capacidad fertilizante por parte del espermatozoide
([Bedford, 1975 #63 y Orgebin-Crist, 1975 #73]). A continuación y de
forma resumida, se comentará el origen y los procesos de resorción y
secreción para los factores proteicos implicados.
3.1.1.- Origen de las proteínas epididimales
3.1.1.1.- Torrente circulatorio
La mayoría de las proteínas del fluido del epidídimo son
diferentes a las que se encuentran en el plasma sanguíneo o en el
fluido testicular ([Brooks, 1980 #37]) aunque existe en el fluido una
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importante cantidad de seroalbúmina no procedente de las células
epididimales ([Regalado, 1989 #76]).
3.i.l.2.- Fluido testicular
El fluido testicular es otra fuente de proteínas plasmáticas que
entran en el lumen epididimal, dado que las células de Sertoli secretan
varias proteínas que han sido encontradas en el plasma sanguíneo. Las
proteínas del fluido testicular que no se degradan por enzimas
proteoliticos en el lumen epididimal y que no atraviesan las células
epiteliales, se concentran gracias al proceso de resorción de agua que
tiene lugar en la luz del epidídimo, no apareciendo en éste si se
procede a la ligación de los conductos eferentes testiculares. Entre
éstas cabe citar la ABP (Proteína de Unión a Andrégenos) y una serie
de productos proteicos de secreción de las células de Sertoli
(transferrina, ceruloplasmina, “clusterina”, proteínas con capacidad de
unión a reúnol y ciertos factores de crecimiento).
3.1.1.3.- Biosíntesis epitelial
Aquellas proteínas que persisten en el epidídimo una vez ligados
los conductos eferentes, son de un claro origen epididimal. La síntesis
y secreción de proteínas epididimales en ausencia de testiculos
(castración), aporta datos adicionales sobre la función biosintética
epididimal. Las células principales del caput poseen un contenido
proteico más elevado que las células basales o los fibroblastos,
sugiriendo este hecho su actividad de biosíntesis. Las células
principales del corpus, en términos generales, son más activas que las
del caput en el proceso de síntesis proteica.
3.1 .2.- Precursores para la síntesis proteica
3.1.2.1.- Aminoácidos
A lo largo del epidídimo existe una reserva de aminoácios libres,
localizándose una parte en el propio lumen epididimal. Una fuente
importante de aminoácidos es el torrente circulatorio, mediandose en
general el tránsito compartimental por transportadores específicos. La
y-glutami 1 transpeptidasa, uno de los diferentes enzimas responsables
del transporte de aminoácidos a través de las membranas celulares,
está presente en el epidídimo de conejo a nivel de los estereocilios,
lugar comunmente asociado con el movimiento de sustancias desde el
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lumen al torrente circulatorio y a nivel intercelular, Todos los
aminoácidos presentes en altas concentraciones en el lumen epididimal
basan su mecanismo de transporte en procesos de ósmosis, pudiendo
ser utilizados posteriormente como precursores de proteínas.
Muchos son los estudios ‘in vitro que han demostrado la
incorporación de aminoácidos en protefnas epididimales ([Jones, 1981
#5, Regalado, 1989 #76]), concluyéndose de forma general que la
capacidad de biosíntesis y los productos proteicos del epidídimo varían
a lo largo de sus diferentes regiones.
3.1.2.2 Azúcares
La mayoría de trabajos que recientemente han aportado nuevos
datos sobre la procedencia de los componentes giucídicos epididimales,
se han centrado en el estudio y origen del ácido siálico presente en el
epidídimo, encontrándose éste presente mayoritariamente incorporado
en sialoproteinas del lumen epididimal. Las altas actividades galactosil,
glicosil y sialiltransferasa que muestra el epidídimo pueden ser
responsables de la incorporación de los correspondientes restos
glucidicos en proteínas.
3.i.2.3.- Fosfato
Aunque se desconoce hoy día cúní puede ser la importancia de
las formas fosforiladas de ciertas proteínas epididimales de secreción,
parece claro que la fosforilación tiene lugar en el aparato de Golgi (de
forma previa al proceso de secreción). La incorporación de restos
fosfatados en proteínas de secreción de diferentes sistemas.se postula
como una modificación postraduecional. Se podría especular que un
mecanismo similar opera igualmente en el epidídimo
([Mongkolsirikieat, 1984 #14])
3.1.3.- Secreción proteica en el epidídimo
Puesto que el espermatozoide epididimal poseé una capacidad
limitada para la síntesis “de novo” de macromoléculas, la fuente
mayoritariamente responsable de las modificaciones en la superficie
de la membrana del espermatozoide es el propio epitelio epididimal.
Este hecho se comprueba a través de diferentes datos que muestran
como el epidídimo secreta distintas proteínas que pueden unirse al
espermatozoide ([Brooks, 1985 #31; Moore, 1981 #57; García, 1988
4*77]). Igualmente se observan diferencias en el ritmo de transporte
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que podrían reflejar una maquinaria biosintética desigual en las
células epididimales ([Brooks, 1983 #39; Olson, 1985 #40; Regalado,
1989 #76; Flickinger, 1981 #94; Jones, 1980 #68; Brooks, 1983 #39;
Orgebin-Crist, 1987 #lj). En resumen, podemos decir que una gran
variedad de proteínas es sintetizada y secretada por el epitelio
epididimal, algunas de las cuales se adhieren de forma específica al
espermatozoide en el proceso de maduración mientras que otras no
presentarían especificidad alguna, Existen proteínas que influyen
sobre la motilidad del espermatozoide, otras, por lo que hoy se conoce,
aumentan su capacidad para reconocer el oocito, actuando como
factores de decapacitación que previenen la reacción acrosomal. Un
gran número de enzimas está presente en el fluido luminal, siendo
secretadas algunas de éllas directamente por el epidídimo, pudiendo
modificar la superficie del espermatozoide y estando posiblemente
involucradas en la interacción de éste con la zona pelúcida. La síntesis
de proteínas de secreción específica está sujeta a variaciones
regionales de tal manera que algunas proteínas son sólo sintetizadas
en una región y no en otras ([Jones, 1981 #5; Thomas, 1984 #6]). Otras
veces la especificidad regional no es tan acusada y determinadas
proteinas son sintetizadas en todo el epidídimo aunque con claras
diferencias de intensidad ([Regalado, 1989 #76; Haro, 1988 #70; Jones,
1981 #5]). Estos hechos indican diferenciaciones celulares regionales
mucho más importante de lo que sugiere la estructura de su epitelio.
La identificación y función de estas proteínas de secreción está muy
poco avanzada. Dos de estos polipéptidos unen ácido retinoico
([Newcomer, 1990 #i 13]) y podrían ser transportadores de esta
sustancia. La estructura del eDNA para una proteína de 24 KDa
sintetizada en el epidídimo del ratón es conocida, pero no la
funcionalidad de la misma ([Faure, 1991 #145]). El conocimiento de la
biosíntesis de proteínas epididimales de secreción es importante para
la posterior identificación y caracterización de su posible papel
fis i ol óg i e o.
3. i .4.- Resorción proteica en el epidídimo
Se ha demostrado que las células principales ([Gerard, 1988
#21]) están implicadas en la resorción de proteinas luminales del
epidídimo; estas inclusiones celulares no se encuentran cuando se
procede a la ligación del corpús, lo que sugiere que serían secretadas
en porciones anteriores donde se unirían al espermatozoide. Esta
observación implica que o bien la cantidad de glicoproteina secretada
por el epidídimo está relacionada con el número de espermatozoides
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lurninales, o, por otro lado, que la captación de proteínas por parte del
epitelio se ve inhibida por el flujo de las secreciones testiculares. Las
proteínas unidas al espermatozoide no solo no atraviesan la barrera de
las células epiteliales, sino que éstas, que en algún momento
contuvieron tales proteínas, son capaces de digerirías.
3.2. - Regulación androgénica de proteinas epididimales
de secreción
La diferenciación, crecimiento, y actividad secretora de las
glándulas del aparato reproductor masculino, dependen
fundamentalmente de andrógenos provenientes del testiculo. En los
últimos años, la identificación de marcadores bioquímicos altamente
sensibles y específicos que permiten calibrar los efectos de la
testosterona en estos tejidos, ha aportado información concluyente
sobre los sucesos tempranos que, a nivel molecular, tienen lugar
durante la acción de las hormonas esteroides ([Higgins, 1978 #47;
Higgins, 1978 #52]). La adquisición de la capacidad fertilizante y el
poder de supervivencia del espermatozoide son fenómenos andrógeno-
dependientes ([Orgebin-Crist, 1975 #73]). Los andrógenos son
igualmente importantes para el mantenimiento de la integridad
morfológica y funcional del epidídimo. Estas acciones androgénicas son
resultado directo de interacciones con receptores de andrógenos que
están presentes en concentraciones variables a lo largo del conducto
epididimal ([Toney, 1988 #2]), receptores que se caracterizan por un
alto grado de especificidad, una baja tasa de disociación de los
andrógenos que unen, y por la unión competitiva manifestada por
antiandrógenos para ligarse a sus mismos sitios de unión. La
interacción de la hormona con el correspondiente receptor, conduce a
un cambio en la síntesis del mRNA que codifica para proteínas
específicas reguladas por andrógenos. Este control de la síntesis
proteica en los tejidos diana a través de una regulación de la
concentración celular de mensajero, varía según el tejido del que se
trate. Así por ejemplo, en la próstata la testosterona aumenta
preferencialmente la cantidad de mRNA que codifica para las
principales proteínas de secreción, mientras que en la vesícula seminal
ejerce una respuesta generalizada estimulando de forma local la
síntesis de proteínas. Cabe mencionar igualmente que el perfil de
proteínas epididimales de secreción es considerablemente más
complejo que el de la próstata o vesículas seminales, donde la
secreción se asocia a un número limitado de proteínas. Adicionalmente,
el epidídimo desarrolla una respuesta pequeña a andrógenos,
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considerando la tasa global de síntesis proteica, en relación a próstata
y vesículas seminales ([Brooks, 1980 #37]). Sólo unas cuantas
proteínas epididimales de secreción son andrógeno-dependientes,
según ponen de manifiesto las técnicas cornunmente utilizadas, si bien
otras proteínas de respuesta a andrógenos puedan estar presentes,
quedando su detección enmascarada por proteínas coincidentes sin
respuesta alguna al control androgénico. Mediante el análisis de los
productos de traducción y con sondas de cDNA especificas se pueden
identificar especies de mRNA cuya concentración pueda verse
alterada hormonalmente (LDAgostino, 1980 #35; Faure, 1991; Brooks,
1986 #22]). También mediante marcaje con aminoácidos radiactivos se
observan diferencias de síntesis (¡iones, 1981 #65; Orgebin-Crist, 1987
#107; Toney, 1988 #127; Regalado, 1989 #1 16]. Los andrógenos
pueden tanto inhibir como inducir la síntesis de determinadas
proteínas ([Orgebin-Crist, 1987 #l; Regalado, 1989 #76]).
En diferentes trabajos, se han cuantificado los cambios
ul traestructurales que tienen lugar en el epitelio epididimal en el
periodo inicial en el que los espermatozoides almacenados se
convierten en infértiles después de la castración. Estos ensayos
muestran como al perder los espermatozoides su vitalidad, las células
principales de la cauda y del caput sufren una serie de cambios
producto del cese cii la producción de macromoléculas y un aumento
en su actividad lisosomal. Por el contrario, las células apicales del
c aput no su fren alteraciones importantes transcurrido un tiempo
después de la castración. Se puede especular por tanto, que las células
principales suponen el soporte fundamental (leí epidídimo,
constituyendo la secreción, más que la resorción, su función
~indrógeno- dependiente principal.
A diferencia de la próstata y las vesículas seminales, cuyo
suministro androgénico procede del torrente circulatorio y linfático, el
epidídimo recibe un aporte adicional de andrógenos directamente del
testículo a través del fluido testicular. Esta testosterona del fluido
testicular, que se encuentra en concentraciones mucho más elevadas a
las plasmáticas, se cree es importante para el mantenimiento de una
completa actividad de secreción y resorción en los segmentos inicial y
proxinial del caput.
Los receptores de andrógenos se encuentran igualmente
presentes en el epidídimo inmaduro ([Toney, 1988 #2]), pudiendo
dctuar sobre la síntesis de proteínas tisulares mediante un fenómeno
directamente dependiente del estadio de desarrollo epididimal. Por
otro lado, se mantienen diversas hipótesis sobre el papel que los
estrógenos pueden desarrollar en la regulación del tracto masculino
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(por ejemplo, provocar un aumento en el tiempo de tránsito del
espermatozoide a través del epidídimo). El receptor estrogénico sufre
una serie de cambios en su coeficiente de sedimentación, según sea el
estadio del desarrollo en que se encuentre, pasando desde una forma
8-9S bajo condiciones de baja fuerza iónica en el citosol epididimal
preparado a partir de epidídimos inmaduros, hasta una forma 3-4S en
el citosol epididimal obtenido utilizando animales sexualmente
maduros. Aunque esta forma 3-4S del receptor puede unir estradiol,
no podrá seguidamente interaccionar convenientemente con el
correspondiente DNA, deduciéndose que el receptor estrogénico no es
funcional en el epidídimo maduro. Esta condición del receptor
estrogénico parece deberse a la inducción o activación de una proteasa
específica en el animal maduro. Se ha demostrado recientemente que
se trata de una proteasa andrógeno-dependiente, conduciendo el cese
en el aporte de andrógenos a la aparición de la forma 8-9S del
receptor estrogénico en todos los segmentos del epidídimo.
3.3.- Regulación por temperatura de la función del
e p i d íd mio
Como se ha mencionado con anterioridad, la región terminal del
epidídimo, la cauda, sirve como lugar de almacenamiento para los
espermatozoides una vez que se completa su maduración,
localizándose en esta parte más espermatozoides que en ninguna otra
([Amann, i 981 #107]). El almacenamiento parece depender de
condiciones especiales creadas en la cauda epididimal. Los factores
últimos responsables de las propiedades de este resguardo
especializado no han sido por el momento identificados, pero desde
luego son dependientes de dos factores primarios: andrógenos
([Orgebin-Crist, 1975 #106]) y la relativa baja temperatura (~320C) de
la cauda ([Glover, 1960; Foldesy, 1982]).
Aún en la actualidad resulta dificil explicarse el significado
adaptativo de la condición escrotal y los mecanismos fisiológicos por
los que se produce el descenso del testículo y epidídimo a un entorno
más frío. Desde los primeros hallazgos (Moore y Fukui en 1923) en los
que se indica cómo la función espermatogénica del testículo depende
de una baja temperatura solamente posible en el escroto, un gran
número de investigaciones se han centrado en el testículo. De esta
forma, hoy día conocernos que muchos estadios del ciclo germinal son
susceptibles a eventuales elevaciones de la temperatura. Diferentes
trabajos se han centrado en el estudio de la regulación de la
temperatura testicular, comprobándose que una elevación desde la
13
temperatura del testículo escrotal hasta la que presenta el abdomen,
va acompañada de cambios en distintos sistemas metabólicos
([Bedford, 1978 #60]).
A diferencia del testículo, el interrogante sobre la posible
dependencia térmica del epidídimo escrotal no ha recibido tanta
atención, no pudiendo por el momento dar una explicación concreta
sobre el efecto de la temperatura abdominal sobre la fisiología del
epidídimo. Desde largo tiempo atrás se sabe que la colocación de
ambos testículos y epidídimos en el abdomen conduce en cuestión de
días a una pérdida de la capacidad fertilizante del espermatozoide
epididirnal maduro, del mismo modo que los cambios que se originan
en respuesta a la temperatura abdominal, aparecen de forma más
precoz en el espermatozoide inmaduro que en el maduro. Entre las
diferentes consecuencias que origina la elevación térmica cabe
mencionar las siguientes: efectos limitados sobre la secreción
epididimal, cambios en la histología del epidídimo, en su contenido en
ácido siálico y alteraciones en la incorporación de fenilalanina en
proteínas. La estrecha dependencia funcional del epidídimo escrotal de
la secreción testicular, hace que el descenso en el contenido de
andrógenos y posiblemente otros productos en el testículo
criptorquidemizado, plantee ciertas dudas sobre la respuesta del
epidídimo per se a la temperatura elevada. No se puede afirmar que
un deterioro rápido del espermatozoide y otros cambios en el
epidídimo sean causa directa de la temperatura abdominal o de una
liberación hormonal inadecuada por fallo del testículo, sino que
posiblemen te ambos hechos estén conjuntamente implicados.
Estudios recientes ([Bedford, 1991 #7]), indican que la influencia
de la temperatura abdominal sobre el epidídimo puede originar la
supresión de determinadas macromoléculas del fluido epididimal que
en condiciones normales se unen a la superficie del espermatozoide
(¡Esponda, 1986 #8]). Curiosamente, estas mismas variaciones del
fluido se pueden provocar por castración. Por último, cabe mencionar
que La exposición prolongada a la temperatura abdominal no modifica
el transporte iónico en el epidídimo de conejo ([Jones, 1975 #108]),
como fue sugerido en un principio. Es posible, pues, que la
temperatura abdominal esté modificando la síntesis de proteínas de
secreción de la cauda.
Es un fenómeno bien conocido y extensible a un gran número de
células el que un aumento de la temperatura conlíeva la expresión de
los denominados genes de choque térmico. Estos genes codifican para
productos proteicos que supuestamente actúan uniéndose a factores de
naturaleza peptídica, tal y como se ha demostrado para e] nucleolo y
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componentes de] retículo endoplásmico ([Wu, 1984 #140fl. E] análisis
molecular de la expresión de los genes de choque térmico permite
concluir que la mayoría de las proteínas de choque térmico (HSP) están
presentes en la célula en condiciones normales, incrementándose su
cantidad de forma considerable después de la inducción térmica. Por el
momento, sin embargo, se desconocen las razones moleculares de la
sensibilidad de las células germinales a la hipertermia. Si la función de
las 1-ISP y chaperoninas relacionadas es unirse a polipéptidos
incompletos, no glicosilados o de conformación irregular, previniendo
así la acumulación y el transporte de tales protemas a los diferentes
compartimentos celulares, podría pensarse en una cierta
responsabilidad sobre los efectos secundarios que la elevación de la
temperatura conlleva([Lemaire, 1991 #109fl.
4. LOS RETINOIDES EN LA FUNCION DEL TESTICULO Y
EPIDíDIMO
El retinol (Vitamina A> es un micronutriente esencial para el
mantenimiento del testículo y el epidídimo así como un correcto
funcionamiento de la espermatogénesis. Cuando cesa el aporte de
vitamina A se produce una degeneración del epitelio germinal, un cese
completo de la actividad espern’iatogenética y una serie de cambios
morfológicos a nivel del epidídidimo. Estos fenómenos se puden
revertir con un aporte de retinol, siendo inefectivo el ácido retinoico,
metabolito importante del primero. En un principio se pensó que el
ácido retinoico no tenía papel alguno en la espermatogénesis y la
función testicular, sin embargo, se han encontrado cantidades
importantes de ácido retinoico en el testículo de rata, conteniendo
tanto testiculo como epidídimo cantidades sustanciales de una proteína
específica que liga ácido retinoico (CRABP) ([Ong, 1982 #l 10]).
Los cambios que se observan en el testículo cuando se suministra
retinol o retinoico son diferentes, indicando que influyen sobre la
expresión de ciertos genes de manera diferente. Por tanto, el retinol y
el ácido retinoico seguramente tengan funciones independientes y
específicas. Un hecho común para ambos es la existencia de proteínas
especificas de unión. Las proteínas intracelulares de unión a retinol,
CRBP, y al ácido retinoico, CRABP, presentan localizaciones celulares
específicas. La CRBP se encuentra en abundancia en las células de
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Sertoli del testículo ([Kato, 1985 #l 12; Porter, 1985 #I 11])
células principales del caput epididimal ([Kato, 1985 #1 12]). y en Las
Además de estas proteínas intracelulares, se han encontrado
algunas proteínas de unión a retinol relacionadas entre sí, aunque
distintas a la RBP, secretadas por útero y endometrio en respuesta a
progesterona ([Clawitter, 1990 #1 14]). Además, se han aislado del
lumen epididimal de la rata dos proteínas que unen con alta afinidad
ácido retinoico “todo-trans’ ([Ong, 1988 #1 15]) (Tabla 1). Estas
proteínas de secreción podrían funcionar como transportadores
intercelulares de retinoides.
Por otra parte, el comprobado efecto
aparato reproductor, se ve corroborado
epitelios ([ De Luca, 1991 #144]) de un
que actua como factor de transcripción
genes específicos.
de los retinoides sobre el
por la existencia en sus
receptor para ácido retinoico
modulando la expresión de
Todos estos datos sugieren un importante, sino
papel de los retinoides en el correseto funcionamiento
epidídimo.
indispensable,
del testículo y
PRoTEíNA
Mr
APROXIMADO
(¡CD)
LIGANDO
PRINCIPAL
FUNCION
SUGERIDA
RI3P
IRBP
2 1 Retinol Transporte
plasmático
140 Retinol, retinal Transporte
intercelular en el
ciclo visual
Ce atre pro t.e ms
secretadas en cl
útero de Cerdo
2 2 Re ti n 01 Transporte hacia el
feto
Dos proteínas
lurn ¡ eales dcl
eíudidi mo (le ata
20 Acido retinólco Transporte
intercelular
CRUP (1) 1 6 Retinol flonador en la
reacción LRAT*,
r afis p O r te
e tnicelular
CREP <II) 1 6 Retinol Donador en la
reacción LRAT*
CRBP (nl) 1 5 Retinol 7
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CRAIBP (1) 1 6 Ácido retinoico Transporte
intracelular,
regulación dc la
concentración de
ácido retinoico libre
GRABE (II) dc rata
lico natal
1 5 Ácido retinoico Transporte
intracelular,
regulación de la
concentración dc
ácido retinoico libre
GRABE (It) dc pollo
cnibri onar¡ o
1 6 Acido retinoico Transporte
intracelular,
regulación (le la
concentración de
ácido retinoico libre
CRALBP 36 Retinal Reacciones
enxmrníiíicas en el
ciclo visual
RAR ~ 50 Acido retinoico Factor de
t ra íís e ri p e i 6 n
ligando -dependiente
RAR [3 50 Ácido retinoico Factor dc
transe rip cién
Ii~ando-dependiente
RAR y 50 Ácido retinoico Factor (le
transcripción
ligando-dependiente
RXR a 50 Ácido retinoico Factor dc
transcripción
1 igando-dependiente
Tabla 1. Proteínas de unión a retinoides.
*1 cci tina: retinol aciltransferasa
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Los objetivos planteados en el presente trabajo son:
Caracterización del patrón de proteilias de
secreción en el epidídimo de conejo y estudio de las
diferencias existentes entre las principales regiones
epididimales, caput, corpus y cauda.
2.— Estiídio de la regulación por andrógenos cíe las
proteínas de secreción del epidídimo de conejo.
3.— Comparación de la regulación por andrógenos y
poi temperatura de la biosíntesis de las proteinas
anteriormente mencionadas. Relación entre los
mecanismos posiblemente implicados.
4.- Purificación, caracterización y papel fisiológico
de proteinas epididirnales seleccionadas en función
de su control androgénico y térínico.
5.- Localización ultraestructural de proteínas de
secreción epididimales asociadas a la superficie del
espermatozoide proveniente cíe la cauda epiclidimal
de conejo: implicaciones fisiológicas.
18
MAT]BiRRAt]E~
y
1. MATERIALES
1.1.- Animales de experimentación
En los experimentos realizados, se utilizaron conejos machos de la
raza New Zeland de unos ocho-diez meses de edad.y aproximadamente
tres-cuatro Kg de peso. Los conejos inmaduros eran de la misma raza y
de un mes de edad. Por último, para la inmunización con antigenos
epididimales, se emplearon ratas de la raza Wistar de unos 150 g de
peso.
1.2.- Productos
El medio de cultivo DMEM fue suministrado por Gibeo
La acri 1 tímida, N,N’ rnetilenbi sacrilamida, persu Ifato amónico,
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletil endiamina), 2-mercaptoetanol, Tween-
20, SDS y urea son de Merck.
El aztíl de Coornassie R250, Negro Amido, NBT (Nitro Blue
Tetrazoliuín: cloruro de 2,2’ di-p-nitro-fenil-5,5’-difenil-3,3-( 3,3-
dimetoxi-4,4’-difenilen) ditetrazolium), BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato>, azul de bromofenol son de Serva.
El Tris, a-cloronaftol, NTCB (Acido 2-nitro, 5 tiocianobenzoico),
seroalbúmina bovina, ovoalbúmina bovina, Tritón X-100, azul de
Coomassie 0250, rojo Ponceau 8 y las proteínas marcadoras de peso
ínolecular son de Sigma.
El inhibidor de RNasas es de Boehringer y el lisado de
retictí loeitos cíe Amersham y Promega-Biotee.
Los productos radiactivos: proteína A marcada con 125j, L-[35S]
metionina, ¡~I-1] dihidrotestosterona son de Arnersham.
Los anticuerpos IgG de rata dirigidos contra conejo y conjugados
a peroxidasa y fosfatasa alcalina son de TAGO. El suero de conejo no
inmune fue obtenido a partir de animales preinmunes. La proteína A
conjugada a partículas de oro coloidal de 10 nm es de Jenssen. La
suspensión de Staphylococcus aureus es de Calbiochem-Behring
La nitrocelulosa es de Millipore y Sebleicher & Sehuelí.
Las películas para autorradiografía son de Agfa (Curix RP2) y
Kodak (X-Omat).
Las sales orgánicas e inorgánicas, y solventes orgánicos no
citados son de Merck, Sigma y Carlo Erba.
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2.- METODOS
2.1.- Tratamientos
- Castración: se llevó a cabo a través de una incisión
escro tal.
- Tratamiento con andrógenos: inmediatamente después de
la castración se inyectaron intramuscularmente 20 mg de Testoviron-
Depot y 5 mg de propionato de testosterona (Schering AG.). Después de
este primer tratamiento los animales reciben 5 mg diarios de
testo sterona.
- incremento térmico de la cauda: según las técnicas
estandar descritas (LBedford, 1978 #60; Esponda, 1986 4*8]). Tras
practicar tina incisión abdominal, la cauda y el corpus del epidídimo
fueron separados del testículo y la cauda ligada a la pared abdominal
anterior mediante una sutura, devolviendo seguidamente el testículo a
la cavidad escrotal. El epidídimo contralateral permaneció en su
situación natural, con el fin de utilizarlo como control, consiguiendo de
esta forína obtener resultados de un mismo animal en cada
ex peri ni eu to.
Los tratamientos descritos se prolongaron por un espacio de 15
d ías.
2.2.- Espermatozoides y fluido epididimal
Las caudas de conejo, previa separación del tejido adiposo
circundante, fueron perfundidas con la ayuda de una bomba
peristáltica por inyección retrógrada de medio esencial de Dulbecco
(DMEM), a través del vaso deferente. El líquido perfundido así
obtenido se centrifugó a 200Cg y 4oC durante 5 mm.. El sobrenadante,
denominado fluido epididimal, se utilizó para inmunizaciones, análisis
electroforéticos y para la purificación de proteínas, tal y como se
describe más adelante.
El sedimento de espermatozoides fue cuidadosamente
resuspendido en 1 ml de DMEM y centrifugado como en el caso
anterior. El sedimento resultante fue lavado dos veces de la misma
forma, para ser finalmente resuspendido en 0.1 ml de DMEM y usado
para microscopia electrónica.
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2.3.- Cultivo cíe explantes
El cultivo de explantes fue llevado a cabo esencialmente como se
ha descrito para otros tejidos ([Nieto, 1980 #72; Fernández-Renau,
1984 #67]). Basicamente, el procedimiento consistió en cortar
porciones del epidídimo en fragmentos (1-2 mm3) que se incubaron
posteriormente a 35 OC en pequeños viales con 0.5 ml de DMEM. Salvo
para los ensayos sobre la síntesis regional de proteínas, se tomaron
explantes de diferentes regiones del epidídimo, juntándose en cada
vial, con el fin de representar los procesos de síntesis y secreción de
todo el epidídimo. La incubación se llevó a cabo en un baflo con
agitación bajo una atmósfera de 95% 02 - 5% C02. Después de una
incubación de 30 mm., se sustituyó el medio y se añadieron 30 gCi de
[35Simetionina (800 CUminol); la incubación se continuó por un tiempo
adicional de 3 h.. Seguidamente se tomó el medio de cada uno (le los
viales, centrifugándolo durante 10 mm. a 10.000 g. Se separó el
sobrenadante, apartándolo para determinaciones posteriores.de
proteínas de secreción. Los explantes de tejido se homogeneizaron en 1
ml de PBS que contenía i% Triton X-100 (PBS-D), se centrifugó como
en el caso anterior y se recuperó el sobrenadante. Posteriormente se
tomaron porciones tanto de medio como de homogenado para la
medida cíe la radiactividad incorporada a proteínas ([Nieto, 1980 #72]).
Igualmente se tornaron pequeñas alícuotas para la determinación del
contenido proteico tisular ([Bradford, 1976 #1 17; Lowry, 1951 #71]),
para ensayos de inmunoprecipitación y análisis electroforéticos como
se describirá más adelante.
2.4.- Electroforesis en geles de poliacrilamida
La electroforesis de proteínas (PAGE) en condiciones
desnaturalizantes se realizó en geles de poliacrilarnida según el método
de Laernmli (1970), utilizando geles de una concentración de
acrilamida del 12.5% en presencia cíe SDS.
La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se realizó
exactamente de la misma manera pero omitiendo el SDS en todas las
soluciones.
Los geles se tifieron con azul de Coomassie según el método de
Fairbanks y col (1981). Las proteínas marcadas radiactivaínente se
detectaron mediante fluorografia con PPO ([Bonner, 1974 #64]).
2.5.- rrécnicas inmunológicas
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2.5.1.- Preparación de anticuerpos
2.5.1 .1.- Anticuerpos contra antígenos totales
Con el fin de obtener anticuerpos frente al mayor número de
proteínas del fluido epididimal, se tomó una porción del misíno
contenien(lo del orden de 20 ~ig de proteína y se emulsionó con un
volumen igual (le adyuvante completo de Freund. La emulsión así
obtenida fue inyectada via subcutánea en ratas Wistar. Al cabo cíe 10
días, los animales recibieron dosis similares, a intervalos semanales,
utilizando en este caso adjuvante incompleto para preparar la
emulsion. Aproxímadamente al mes de la primera inyección se extrajo
sangre de la vena caudal, se preparó el suero por coagulación y
centrifugación y se checíueó el título cíe los anticuerpos mediante la
técíí ica (le i umunodiñísión doble (Ouchterlony).
2.5.1.2.- Anticuerpos contra antígenos purificados
Para la obtención de antisueros específicos, las proteínas del
fi u ido epid idi mal ftíeron separadas mediante SDS-PAGE como se
describe en el apartado 2.4. Después cíe la Unción, se cortó el
fragmento del gel (con 10-20 ~tg) conteniendo la banda proteica
deseada, se neutralizó mediante sucesivos cambios en PBS y se
í~íocecI jo a s LI ciun lsi ficac ión con adyuvante de Freund, sirviéndose
paní e! lo cíe ti ti lioínogeneízador. La via y pauta de administración
fueron similares a las descritas en el apartado anterior.
2.5.2.- Inmunocranst½renc¡a (“Western blotúng 1)
Las proteinas separadas por electroforesis en gel cíe
pol i ac ri ¡ am i(l a, eíi presencia cíe 5 DS, se transfirieron a filtros (le
nitrocelulosa según el método de Towbin y col., (1979). Los filtros se
tíneron enlonces con 0.2% rojo Poncean en 3% TCA, se fotografiaron y
sc destiñeron con BBS. A continuación los filtros se saturaron durante
1 It con P135 conteniendo 0.05% Tween-20 (y/y) (PBS-T) y 1% SAB
(p/v); la incubación con el primer anticuerpo diluido (1/100) se
efectuó durante 3-16 h. a 25<)C. Después de varios cambios con PBS—T,
se incubaron los filtros durante 2 Ii. con el anticuerpo conjugado a
perox idasa (conejo anti - LIgO cíe rata]). Finalmente, los filtros se
vol vieron a lavar exhaustivameííte con PBS-T. La reacción de la
peroxidasa se desarrolló en 50 mM Tris-l-ICI pR 7.5 con 1-1202 y a-
e loronaftol
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En algunos experiínentos se utilizó en lugar de un segundo
anticuerpo, proteína A de Staphylococcus aureus marcada
radiactivamente con 1251 ([Burnette, 1981 #l 21 U. La incííbación con
esta proteína (0.1 gtCi/ml, en PBS-T) se realizó durante 20 mm. a
temperatura ambiente. Los filtros se sometieron a varios lavados con
PBS-T y posteriormente se expusieron sobre películas para
au torr acli ogra fia
2.5.3.- Inmunoprecipitación
La i nmunoprecipi tación cíe las proteínas marcadas procedentes
de los explantes incubados (apartado 2.3 de “Métodos”> se efectuó
según procediniientos anteriormente descritos ([Fernández—Renau,
1984 #67j). En resumen, se diluyeron en PBS-D diferentes porciones
de los homogenaclos cíe explantes y se incubaron a 40C durante toda la
ti oche con ant i suero o suero preinínune respectivamente, La
¡Ilnlunoprecipi tación se llevó a cabo con cantidades crecientes cíe
an ti suero con el fin cíe asegurar una completa precipitación del
antígeno radiactivo. El complejo antígeno—anticuerpo se precipitó con
una suspensión de proteína A de Staphylococcus aureus y el sedimento
obtenido se lavó varias veces con PBS-D (con centrifugaciones
n te rmeol i a s ) , p a ¡a fiííal ni en te ni edir su rad i acti vi dad
2.5,4.— ln’nunomicroscop(a electrónica
A la Silspeiisión cíe espermatozoides lavados (0.1 mi, apartado
2.2 <le “Métodos”) se le fue añadiendo lentamente y con agitación
suave 4% paraformaLdeliído en BBS frío hasta 2 ml. Se dejó reposar la
níez cia a 40 C durante 1 Ii. y los espermatozoides ya fijados se
reeog i ero ti por ce nL ri fug nc i ón y se tratarorí con O. 1 M g lic i mí para
bí 0(1 near cualcíu jer resto cíe fij aclor. Las rejiHas recubiertas de carbón
coloidal se suspenol icron durante 5 mm. sobre gotículas de la
5 us ~ i oíi dc esperínatozoides a analizar, tratando posteriormente las
rej u las clii raute 15 ni iii. con 4% ovoalbúínina en PES (PBS—ov). Todos
los pasos subsiguientes se realizaron con reactivos diluidos eíí PBS—ov.
Las í< i lías se HIeL] baron durante 2 Ix. con el primer anticuerpo o suero
preinínííííe respectivamente (diluidos ambos 1/200). Posteriormente,
las rejillas se incubaron, después cíe un lavado previo, duraíite 1 Ii. cori
el segu ¡ido anticuerpo (conejo ariti -LIgO cíe rata]) diluido 1/200.
l)espués cíe lavados exhaustivos con PBS, las rejillas se incubaron 1 h
e on prole iii a A c onj Ligada a oro coloid al dii u íd a 1/40, se lavaron varias
veces y se secaron al aire antes de proceder al examen en un
microscopio electrónico Jeol IOOB.
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2.6.- Aislamiento (le RNA celular total
Basicarnente, se aplicó el procedimiento descrito por Brawerman
([Brawern-íann, 1974 # 122]).
El tejido se congeló en N2 liquido inmediatamente después de su
extracción, se pulverizó en un mortero y se homogeneizó en 5 vol
(plv) de tampón de homogeneización (Tris-I-JCI O.1M pI-I 9, SDS 0.5%,
EDTA 2mM) y otros 5 volúmenes de fenol equilibrado en el tampón
anterior hasta un pI-I cíe aproximadamente 9. Se efectuaron tantas
fenolizaciones como fueron necesarias hasta obtener una total
cíes prote iii i zación.
Los ácidos nucleicos se obtuvieron mediante precipitación con
etanol (le la fase acuosa final, y el RNA fue separado del DNA, por
solubilización en alta sal, bien NaAcO 3M o LiCI 2M. La concentración
se determinó espectrofotométricamente, asumiendo que 25 u. de A260
equivalen a 1 mg/inI de RNA ([Maniatis, 1982 4*123]).
2.7.- Obtención cíe pol¡ (A)~ RNA
l3asicaniente se llevó a cabo siguiendo el procedimiento de
Lombardero y Nieto (1981). Brevemenete, el poli (A)~ mRNA se ais]ó
por cromatografía en Oligo (.dT)-celulosa, en presencia de SDS. Con este
métocio, aparentemente se obtienen mRNAs intactos, corno se deduce a
partir de ensayos de “Northern” llevados a cabo con sondas especificas
(le cDNA (¡Haro, 1988 #701>.
2.8.- Ensayos de traducción in vitro en sistemas libres
dc células.
El poli (A)~ RNA se tradujo utilizando lisados comerciales de
reticulocitos de conejo, caracterizados por la reproductibilidad en la
traducción de un amplio rango de RNAs mensajeros exógenos,
utilizando las condiciones recomendadas por el fabricante. Los ensayos
(volumen final cíe 5<) kl) se iíicubaron durante 1 h. a 300C en presencia
de I
35Slrneionina; transcurrido este tiempo, se tomaron alícuotas para
íneclir la radiactividad incorporada a proteínas y para SDS—PAGE de los
productos totales. La inmunoprecipitación subsiguiente se llevó a cabo
según se describe en el apartado 2.5.3.
2.9.- I)eterininac¡ón de receptores de andrógenos
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Puesto que el epidídimo contiene, además de receptores de
andrógenos, proteínas con alta afinidad para andrógenos, se eligió una
determinación basada en la unión específica de los receptores
hormonales activados a DNA ligado a celulosa ([Sherman, 1984 #131;
Yamamoto, 1985 #130]).
La cauda se homogeneizó en 5 volúmenes (plv) de tampón TDG
(2 mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glicerol, 40 mM HCI-Tris, pH 7.5). El
homogenado se centrifugó durante 1 h a 100.000 g, llevando el
sobrenadante hasta saturación con 40% de (NH4)2S04. Este tratamiento
purifica parcialmente el receptor y lo convierte en una forma con
capacidad de unión a DNA ([Chang, 1981 #132]). El precipitado proteico
se resuspendió en tampón TDG y el receptor se marcó radiactivamente
incubándolo a 0
0C durante 2 Ii con 10 nM [3H]dihidrotestosterona. La
hormona libre se adsorbió con carbón-dextrano ([Chang, 1981 #132]) y
la solución se pasó lentamente por una columna de 0.5 ml de DNA-
celulosa. Después de varios lavados con tampón TDG, el receptor ligado
se eiuyó con 0,5 M NaCí, determinándose la radiactividad que ha
incorporado. En otro tipo de ínedidas, el precipitado de (NJ-14250
4 de
receptor no marcado se purificó por medio de la DNA-celulosa, como se
acaba de describir, ensayando el receptor eluido por el método del
carbón dextrano ([Leake, 1987 #133D. Ambos tipos de medidas
arrojaron resultados siínilares.
2.10.- Purificación de proteínas del fliíído epididimal
A continuación se presenta de forma esquemática el proceso
llevado a cabo para la purificación de los distintos componentes
proteicos epididi¡nales que fueron de nuestro interés.
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Perfusión de Candas con PBS
Sedimentación de espermatozoides
4
Sedimento Sobrenadante
4
Fluido epididin-ial liofilizado y retornado en 0.7 ml de agtía
1 S COllfldCX 0—1(X) 45 cm x ¡.4 cmBliiycn[e: PBSIr~iccioncs: 1.5 nil
Reunión de fracciones en el rango 1 O.000—30.00() kDa
Liofilizar y retomar en 1 inI de agua
4
Dializar contra 40 mM Tris-l-ICI pl-I 7.5, 50 mM NaCí (Tampón 1)
flllAtixcIukn bern x 0.5 cmii
FRACCIONES II Y III DEEP21¡ A’j
Orad¡ente tampÓn ¡ hasta
80 niM NaCí
¡racciones 1.2 ¡nl
¡ INHiBIDOR DE PRO’I’EASAS
2.11.- I~t¡rit’icación cíe acrosina
Se sigtíió el procedimiento descrito por Kennetl¡ y
ciertas modificaciones. El método se basa en la
proatemos ¡ ini
auto nc ti va
col. (1977)
extracción
con
cíe
de los espermatozoides en medio ácido. La proacrosina se
posteriorínente en medio
Brevemente el método consiste en:
basico para ciar acrostna.
9%
0
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Perfusión de Caudas con PBS
4Sedimentación de espermatozoides
Sobrenadante Sedimento
Lavar 3x con PBS
Resuspender en 1 ml de 2% AcH
4
Mantener toda la noche a 4 grados centígrados
4
Centrifugar 14.000 g duranteS mm.
Sedimento Sobrenadante
4
Liofilizar y retomar en 200 id de 1 mM 1-10
Sephadex G-100 29 cmx 1.1 cm
Tampán: 1 mM HO!
flujo 10¡n!/li
Fracciones 0,5 ml
Reunir fracciones pico de proacrosina, liofilizar hasta concentrar proacrosina 2x
4
Activación a pFl 8 con 10 mM CaCí
2.12. - Ensayos para la detección
a n ti p 1’o t e a s a
de la actividad
2.12.1.- Utilización de substratos naturales:
Bas i ca incn te el procedimiento utilizado fue el descrito por Sarath
y col (1989). El substrato coloreado (azocaseina) se incuba con un
enzima proteolítico en presencia o ausencia del inhibidor de proteasas.
La azocaseina no digerida se precipita con TCA y los péptidos solubles
coloreados se miden espectrofotometricamente. La reacción se
0
azocaseina
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mantiene 2 h a 370C en obscuridad, parándose por adición de 300 ¡1
de 10% TCA a cada tubo de reacción, que se mantendrán
posteriormente 15 mm. a OOC para asegurar una completa
precipitación de la azocaseina no digerida.
2.12.2.- Utilización de substratos sintéticos: substratos
conjugados a la 4-nitroanilida.
Para determinar actividad anti-tripsina se utilizó en ocasiones
benzoil-L-arginina-p-íuitroanilida (BAPNA) a una concentración de 1
mM (Sarath y col, 1989). La liberación de 4-nitro anilina se midió
espectrofotometricamente.
2.12.3.- Métodos de dijúsión radial
En iiíieas generales se aplicó el procedimiento descrito por
Maerki y col. (i984). Basicamente el método consiste en ensayar la
actividad antiproteasa en placas de agar gelificadas con adición de
caseina, en las que se han practicado una serie de pocillos en los que se
depositan el eíizi¡na y el inhibidor a ensayar. Por tinción posterior con
Negro Amido se puede detectar en qué casos no aparece el halo
correspondiente a la digestión tríptica.
2.13.- Mapas peptídicos
2.13. l .- Pro teolisis enzirnótica
Se realizaron digestiones enzimáticas de las fracciones
purificadas x y I~ de la EP2I. El procedimiento proteolítico con tripsina
se llevó a cabo como se describe a continuación. La alícuota de la
proteína a digerir (40-50 ~g, en 50 ¡tI) se calentó previamente a 1000C
durante 3 mi ti. para desnattíraiizar la proteína. Se alcalinizó el medio
con 200 mM NH
4CO3 pH 8.5 y se incubó 2x con 1.5 .tg de tripsina
durante 3.5 it Finalmente, se liofilizó
2.13.2 Separación de los péptidos trípticos
Los péptidos generados en la proteolisis con tripsina, se
analizaron mcdi ante 1-IPLC o TLC.
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En el primer caso se aplicaron a una columna de fase reversa
18 de Nova-Pak (Waters) que se desarrolló con un gradiente de 0.1v/o
TFA en agua y 0.1% TEA en acetonitrilo. La detección se realizó a 220
n m.
En el segundo caso, los péptidos se marcaron fluorescentemente
con cloruro de dansylo (DNS-Cl) (Atherton y Thomson, 1969) y SC
separaron por croínatografía bidimensional en capa de Silica gel. El
primer solvente fue Acetato de etilo/2-propanol/NFJ4OH (9/7/4) y el
segundo cloroformo/etanol/ácido acético (38/4/3). Los péptidos SC
visualizaron con luz ultravioleta
2.14.- Ensayos de unión a reúno) y ácido retinoico
El perfundido epididimal se incubó a 00C en obscuridad durante
90 mm. con 5x10-8 M de [31-I]-retinol o ácido retinoico y las proteínas
del perfundido se purificaron según se describe en 2.1 0.
Seguidamente, se midió la radiactividad en las fracciones de las
ci o m a to grafías
En los ensayos de saturabilidad de unión el perfundido SC
incubaba con concentraciones crecientes de ¡j31-I]—ácido retinoico (hasta
2.5 xi 0-~ M) y la cantidad ligada a las proteínas se determinaba
midiendo la radiactividad y calculando a partir cíe la radiactividad
específica del retinoico.
Para asegurarse que el producto unido era realmente ácido
retinoico y no un metabolito producido durante la incubación, los picos
de proteína con radiactividad asociada, se liofilizaron y se extrajeron
cori etanol. El extracto se desecó bajo N2 en obscuridad, se retornó en
2-5 g 1 de etanol y se crornatografió en capa fina de poliamida
desarrollada con nietanol. En paralelo se colocó un patrón de [31-1]-ácido
retinoico. Después de la cromatografía la placa se roció con EN3I-IANCER
y se autorradiografió.
3 <1

1. BIOSINTESIS Y REGULACION DE PROTEINAS DE
SECRECION EPIDIDIMALES
En este apartado nos propusimos identificar las diferentes
proteínas de secreción sintetizadas por el epidídimo y analizar su
distribución en este órgano así como estudiar la regulación de su
síntesis por diferentes factores. La ínetodologfa básica consistió en
marcar las proteínas con un aminoácido radiactivo ([353] metionina),
incubando “in vitro” explantes de epidídimo procedentes de
aniínales controles, castrados, castrados + tratados hormonalinente,
etc.. Las proteínas marcadas secretadas al medio de incubación se
analizaron mediante electroforesis en gel.
1.1. Marcaje y análisis de proteínas de secreción
Con el objeto de analizar la síntesis de proteínas de secreción
proveníentes del epidídimo y liberadas al medio de incubación, se
hizo necesario confirmar previamente que cualquier posible
diferencia observada fuese debida a cambios en la propia tasa de
síntesis, más que en la de secreción. Para ello, se establecieron las
condiciones en las que las proteínas de secreción sintetizadas “de
novo”, marcadas radiactivamente durante un periodo de ‘pulso1,
eran liberadas completamente al medio después de un periodo de
‘caza’. La Figura 2 muestra cómo durante un período de marcaje de
1.5 h, los explantes de cauda epididimal incorporan activamente
[35Simetionina en proteínas, algunas de las cuales son liberadas al
medio. Después (leí periodo de “caza”, donde se suplementa el medio
con un exceso de metionina no marcada, se suprime la
incorporación de radiactividad en proteínas celulares; siíi embargo,
Las proteínas de secreción ya marcadas y almacenadas en el tejido
continuan Liberándose al medio, completándose tal secreción
transcurridas las 4.5 h del período de caza. Aproximadamente el 8-
10% de las proteínas epídidimales marcadas es secretado al medio
de cultivo.
Las proteínas marcadas secretadas al medio fueron analizadas
por SDS-PAGE (mg. 3) y los polipéptidos presentes en el fluido
epididimal de conejo, se analizaron de la misma forma con el fin de
utilizarlos como referencia (Fig. 3). Las bandas mayoritarias
presentes en este fluido se corresponden con polipéptidos de los
siguientes pesos moleculares: 110, 80, 66, 45, 35 y 21 KDa. Por su
presencia abundante, se decidió obtener anticuerpos a partir de las
proteínas de 21 1(Da (denominadas por nosotros EP2I) para análisis
posteriores. Los polipéptidos sintetizados y secretados al medio
presentaron pesos moleculares comprendidos entre 14 KDa y por
encima de 100 KDa (Fig. 3), mostrándose como mayoritarios
aquellos con pesos moleculares de 90, 45, 35, 28 y 21 KDa. Se puede
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Fig. 2. Cinética de síntesis y secreción ¡u yuta de
proteínas epididimales. Explantes de epidídimo se
incubaron ¡u yUta en presencia de [35S]nietionina,
como se describe en Materiales y Métodos.
Después de 1.5 Ii, los explantes se sometieron a un
período de ‘caza’ con un exceso de rnetionina no
marcada (flecha). A los tiempos indicados, se
tomaron porciones de tejido (O) y medio (S) para
medir la radiactividad incorporada a proteínas.
Los valores están referidos a 1 mg de proteína.
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Hg. 3 . SDS-PAGE de los polipéptidos
rad i aci ivamente, sintetizados y secreta
expí antes epiclid imales. a: Ti nción <le
procedentes del fluido epididimal; b: El
de las proteínas marcadas procedentes del
nc u baci én c : Eluorografía de las
ntracelu lares procedentes de los
nc u b a(los.
El peso molecular (en K Da) de los marcadores se
indica en la izquierda.
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bservar que alguno de ellos se corresponde con bandas proteicas
leí fluido epididimal anteriormente mencionadas. Otros
olipéptidos de este fluido, que a primera vista no parece sean
;intetizados y secretados por los explantes epididiIflales~
;eguramente tengan su origen en secreciones testiculares o del
~xudado intercelular. Así por ejemplo, el componente mayoritario
le 66 KDa del fluido epididirnal (Rg. 3) no parece ser sintetizado en
1 epidídimo (Fig. 3). Experimentos con anticuerpos específicos
Dontra seroalbúmina de conejo demostraron que efectivamente este
:ornponente mayoritario era albúmina procedente del trasudado
an guineo.
El análisis electroforético de las proteínas m arca(laS
rocedentes de homogenados de expiantes, mostró un patrón
Domplejo con un gran número de bandas radiactivas distribuidas a
o largo del gel (Hg. 3), sugiriendo que el origen de las proteínas
narcadas del medio era debido a un proceso secretor y no a tina
beración inespecifica de proteínas iítracelulares debida a tIna
)Osibie degeneración y lisis de las células epididimales incubadas.
1.2. Diferencias regionales en la secreción de
proteínas epidi<liinales
La Figura 4 muestra un patrón típico de polipéptidos
;í utetizados y secretados “in vitro’ por las tres principales regiones
leí epidídimo. La EP2I se sintetiza y secreta fundamentalmente en
capur y en el corpus, incrementándose paulatinamente hacia la
egión de la cauda los polipéptidos de 90 y 35 KDa. Otros
o1 i péptidos muestran variaciones de menor consideración, aunque
Jebe mencionarse que se obtuvieron pequeños cambios sobre el
arón descrito entre los distintos animales estudiad os. Para
:onfirmar que las diferencias regionales encontradas para la EP2 1
~ran causa directa de las variaciones sufridas por su tasa de
;íntesis, se realizaron inmunoprecipitaciones del con tenid o
~adiactivo total (tejido + medio) con los anticuerpos obtenidos para
1 ich a proteína. En estos experimentos de inmunoprecipitaci ón, la
;íntesis relativa de EP21 (expresada como porcentaje sobre la
u ¡itesis cíe proteínas totales) fue de un 4 y un 1 .20/o para caput y
~auda respectivamente.
1.3. Regulación por andrógenos
En la Figura 5 se ¡nuestra la influencia de los andrógenos
~obre la síntesis y secreción de proteínas epididirnales. La
~astración (Fig. 5) produce practicamente [a desaparición por
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Fig. 4 . SDS-PAGE de los polipéptidos marcados
secretados in ‘~4tro por explantes procedentes de los
tres principales segínentos epididirnales. Se aplicaron
por pocillo aproximadamente 30.000 cpm de proteína
radiactiva (leí medio de incubación. Después de la
electroforesis, se procesó el gel por fluorografía. a:
Caput; b: Corpus: c: Cauda. En la parte izquierda se
indica el pest molecular (en KDa) de los marcadores
utilizados.
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Fig. 5 . Comparación del efecto de la temperatura corporal
y la castración sobre la síntesis de proteínas de secreción
de la cauda. Las proteínas marcadas secretadas in vitro
por los explantes de la cauda.se analizaron en SDS-PAGE.
a: Cauda control (escrotal); b: Cauda contralateral situada
a temperatura corporal (abdominal) 15 días antes; c
Cauda escrotal de conejos castrados 15 días antes; d
Cauda escrotar de conejo castrado tratado 15 días con
testosterona; e: Cauda abdominal de animal tratado 15
días con testosterona. A la derecha aparece el peso
molecular (en KDa) de los marcadores utilizados. Las
diferentes proteínas reguladas se encuentran numeradas
en el centro de la figura.
completo de la EP21, así como de otro componente de unos 150 KDa.
Curiosamente, la deprivación de andrógenos lleva consigo la
aparición de un polipéptido de 24 KDa y la intensificación de varias
bandas comprendidas entre 32 y 90 KDa. La administración de
testosterona a los animales castrados revirtió el patrón
electroforético hacia el observado en animales intactos, con la
excepción de algunos polipéptidos de peso molecular superior a 100
KDa, cuyas bandas aparecieron más intensas (Fig. 5). Los cambios
mencionados en este apartado se obtuvieron de forma repetida
para los diferentes pares de animales utilizados en estos estudios.
1.4. Regulación por el desarrollo
Se ha estudiado igualmente la influencia de la edad sobre el
patrón (le proteínas siítetizadas por el epidídimo. Para ello, se
analizó el patrón de polipéptidos sintetizados y secretados por el
epidídimo de conejos sexualmente inn~aduros (Hg. 6), observando
su similitud con el cíe animales adultos, salvo en el aspecto
cuaí1titativo, donde difieren considerablemente. Los polipéptidos de
21 y 35 KDa están presentes en pequetias cantidades, mientras que
las bandas correspondientes a los péptidos de 32 y 42 KDa se
encuentran incrementadas. Si se coínparan los patrones proteicos
correspondientes a aniínales castrados e inmaduros, se puede
observar una importante analogía.
1.5. Regulación por temperatura
En la Figura 5 se muestra el efecto de la temperatura corporal
sobre la síntesis de proteínas de secreción de la cauda, Los
polipéptidos sintetizados en las caudas controles (Hg. 5) abarcan un
amplio rango de peso molecular, como se describe en el apartado
.1 de este capítulo. La cauda contralateral mantenida a
temperatura corporal ofreció un patrón proteico con algunas
diferencias con respecto al anterior <Fig. 5). Concretamente, la
síntesis de las proteínas 1, 4 y 5 se encuentra incrementada,
observando curiosamente la aparición de un nuevo polipéptido (6).
Por otro lado, se detecta una disminución en la síntesis de los
po]ipéptidos 3 y 7. Estos cambios son muy similares a los
producidos por causa de la castración (Fig. 5), aunque en este caso
se ¡nercínenta además la síntesis de otro polipéptido (2).
En vista de los cambios similares producidos por la castración
y la elevación de la temperatura sobre la síntesis de proteínas de
secreción de la cauda, nos planteamos la posibilidad de que un
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Fig. E . Regulación hormonal y por el desarrollo <le
proteínas cíe secreción epididimales, Unas 30.000
cpni cíe proteinas marcadas secretadas in vitro por
explantes se analizaron por SDS-PAGE. Los explantes
procedían cíe los siguientes animales: a: Conejos
controles; U: Animales castrados 15 días antes; c
Igual qUe en el carril b, salvo que los animales
recibieron un aporte de testosterona como se indica
en ‘Materiales y Métodos’. Las puntas de flecha a la
izquierda cíe los polipéptidos indican los inducidos
por an drógen os; las situadas a la d erecIia. se refieren
a los reprimidos por ancírógenos; d: Polipéptidos
marcados secretados por expí antes epididirnales cíe
an ¡ males í íimad u ros (de 1 mes). Los n tiíneros indican
los pesos moleculares (en KDa) <le los marcadores
u ti í i za cío s.
aporte exógeno de andrógenos (suplemento a la producción
testicular) pudiera revertir los efectos de la temperatura. La Figura
5 muestra que tal administración de andrógenos no contraresta los
efectos de la temperatura, salvo para el polipéptido 6, cuya síntesis
se encuentra reprimida como ocurre en la cauda control.
1.6. Tra(lucción de poii (A)+RNA en sistemas libres de
c él nia s
Con el fin de profundizar en los mecanismos responsables de
las observaciones descritas en el apartado anterior, se analizaron los
niveles del mRNA correspondiente a la EP2l, uno de los péptidos
regulados por andrógenos y temperatura, y del que se disponían
anticuerpos específicos.
De forína preliminar, se establecieron las condiciones para una
traducción adecuada del poli (A)~RNA (Fig. 7). La síntesis de
proteínas totales se mostró lineal y dependiente de la dosis hasta
una concentración cíe RNA de 10 k~ g¡ínl, para descender
gradualmente a partir cíe este punto. La síntesis de la EP2 1, medida
por ensayos de inmunoprecipitación, describió una cinética más
lineal, originando un porcentaje constante de producto
inn1unopreci pi table para bajas concentraciones de RNA y
aumentando el porcentaje cuando éstas se elevaban (Fig 7, inserto).
Esta traducción preferencial para la EP21 es similar a la descrita
para otros mRNAs ([Kaempfer, 1983 #128; Lombardero, 1981
#127]) y parece deberse a un proceso de iniciación preferencial en
el ribosoina. Considerando estos resultados, las traducciones
subsiguientes de RNA se realizaron utilizando dosis de RNA situadas
en la zona de respúesta lineal. Se realizaron ensayos de traducción
utilizando poli (A)+ RNA proveniente de caudas escrotales y
abdominales, así como de animales castrados. Los productos totales
e inmunoprecipitables se analizaron mediante SDS-PAGE. Los
productos totales (Fig. 8) no variaron de manera significativa en
cualquiera de los casos. La incorporación de [355]metionina en
productos totales, expresada en c.p.m. por gg de RNA, ñíe de 27.000
+ 3.200, 30.000 + 3.800 y 32.000 + 4.200 (±SD, n=3) para caudas de
animales castrados, situadas a nivel abdominal y a nivel escrotal,
res pe c ti y a ín en te.
Cuando se analizaron por SDS-PAGE los productos
inmunoprecipitados de las traducciones anteriores, se observaron
cambios de importancia (Fig. 8). Los niveles de EP2I mRNA en
animales castrados bajaban casi por completo, restaurándose como
consecuencia del tratamiento con testosterona. De manera similar, la
concentración del mRNA de la EP2I se redujo fuertemente en
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Hg. 7. Traducción en un sistema libre de células de
poli (A~)RNA procedente de cauda. La síntesis de
proteínas se llevó a cabo en un lisado de reticulocitos
con las concentraciones de RNA indicadas.
Seguidamente, se determinaron la síntesis d.e
proteínas totales (@) y el producto inmunoprecipitado
de la EP2I (O). El diagrama interno muestra el
porcentaje de productos inínunoprecipitables
sintetizados utilizando diferentes concentraciones de
RNA.
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Fig. 8 .: Efecto de la temperatura corporal y la castración
sobre los productos totales (A) y los inínunoprecipitables
con anti-EP2I (B) sintetizados en el lisado de reticulocitos.
Se tradujeron 8 ~g de poli(A+)RNA de cauda epididimal en el
lisado. Los productos del ensayo se analizaron mediante
SDS-PAGE directamente (A) o después de inmunoprecipitar
con el anticuerpo frente a la EP2I. Los carriles a y a
representan ensayos en blanco realizados en ausencia de
RNA. La procedencia del poli(A~)RNA en los diferentes
carriles es la siguiente: cauda control escrotal (It b’); cauda
escrotal de animales castrados (c, e’); como en el caso
anterior ínás un aporte de testosterona durante 15 días (d,
d’); cauda abdominal (e, e’); como en el caso anterior más un
aporte de testosterona durante 15 días (f, 1”). En la parte
izquierda se indica el peso molecular (KDa> de los
ínarcadores. Las puntas de flecha indican la posición de los
productos inmunoreactivos frente a la EP2L.
‘a
caudas abdominales, comparando con aquellas que habían sido
mantenidas en su posición natural, aunque en este caso el aporte de
andrógenos no restauró las concentraciones del mRNA de la EP2I.
Debe resaltarse que en cualquiera de los casos el mensajero de
la EP2I dirigió la síntesis de un polipéptido de 23 KDa de peso
ínolecular, por lo tanto de peso molecular superior al de la EP2I
madura, hecho esperable sin embargo, puesto que los productos
primarios de traducción de proteínas de secreción contienen un
fragmento adicional cíe unos 20 aminoácidos denoíninado ‘péptido
señal” ([Kreil, 1981 #129]).
1.7. Cuantificación del receptor de andrógenos en el
e p i díd bu o
Puesto que los andrógenos, al igual que otras hormonas
esteroides, median sus principales acciones por interacción con
receptores específicos ([Yamamoto, 1985 41130]), un descenso eí¡
estos receptores androgéíiicos, prod ucido por Ja elevación térmica,
podría explicar los efectos análogos obtenidos tras sendos períodos
de castración y aumento cíe temperatura. Con el fin de aclarar este
punto, se midieron los niveles <leí receptor de andrógenos en caudas
controles y situadas a nivel abdominal. Los restíltados obtenidos
fueron siínilares en ambas situaciones (3 ~ 0.4 fínol/¡ng para los
controles y 2.8 + 0.5 fmol/mg de proteína tisular solubie para los
epidídimos subidos al abdomen; n=3). Estos resultados l)arecen
iíidicar que los efectos originados por elevación de la temperatura
no son consecuencia cíe Inecanismos ~ altereíí la presencia de los
receptores androgénicos.
2. CARACi’ERIZACIoN l)E PROTEINAS DEL FLUIDO
E PIDII) 1 M A L
2.1. Purificación de ¡soformas de 21 KDa que ligan
ácido retinoico
Puesto que hasta el rnoínento conocíamos qt¡e la <lenomiííada
por nosotros EP2 1 era un a proteína regulada aíulrogénica y
termicamen te con capacidad cíe un ióíí a la membrana del
esperma! ozoide, decidimos proceder a su purificación para
profundizar en el estudio de la misma. Así mismo, otro pumíto
importante que nos empujó a esta caracterización, fue la existencia
de una proteína en el epidídimo de rata regulada por ancírógenos
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(ÍBrooks, i986 #9]) y un peso molecular próximo al de ¡a BP2l (18,5
KDa) y que tiene capacidad de unión a ácido retinoico (I~Newcomer,
1990 #113]).
El fluido epididimal se incubó a 00C con [~.l-I]ácido retinoico y
se cromatografió en una columna de Sephadex G-l00 en cuyas
fracciones se midieron radiactividad y A2
80 (Hg. 9). Se observaron
tres picos de radiactividad asociados a otros tres principales picos
de proteínas. El pico 1 corresponde al volumen (le exclusión (y0) y
resultó heterogéneo en SDS-PAGE (Fig. 9, inserto). El pico II también
era heterogéneo, con un componente mayoritario de seroaibdmina.
La presencia de esta proteína liodría explicar la unión de retinoico
observada en este pico puesto que la seroalbúmuina liga este
compuesto ([Chytil, 1978 #148¡).
El pico III (EP2I ) es aparentemente bastante homogéneo en
SDS-PAGE pero resultó heterogéneo en PAGE en condiciones no
desnaturalízantes (Fig. 10) sugiriend o la presencia de diferentes
componentes con la misma Mr.
Las fracciones correspondientes a este pico se Sometieron a
cromatografía cíe intercambio ión¡co en DEAE—celulosa (Hg. 10>. Se
observaron tres picos de radiactividad asociados a otros
correspondientes de proteínas. El pico 1 es material 110 retenido en
la columna y es todavía heterogéneo (Fig. lO). Los picos fI y II!
parecen homogéneos tanto en condiciones desnaturalizantes o no. El
componen te III eluye a mayor fuerza ión ica en la column a,
sugiriendo mayor carga negativa que el II. En concordancia con
esto, el pico III se mueve más rapiclamen te que el 11 en la
e Iectroforesj s no desnaturalizan te realizada a pI-l básico. Para
cl eterm i n a r la ~O5 ib le saturab i lid ad de unión cíe 1 reti tiojeo a la EP21
alícuotas (le fluido epiclidimal se incubaron con [3Fljácido retinoico y
cantidades crecientes cíe ácido reti noico no marcado (hasta 2 x i0—~
M), cromatografiánclose entonces en Sephadex G— lOO. Este tipo (le
experimentos demostró cíue la unión cíe retinoico a EP2 1 110 ema
saturable. Con similares técnicas se observó que EP2I no liga
Por otro lacIo, para cíe mastrar q u e la radiactividad asociada a
EP2 1 era auténtico ácido retinoico y no un metabolito producido en
la incubación con el fluido epididi mal, la EP2 1 se extrajo con etanol
y estos extractos se analizaron en cromatografía <le capa fina junto
con un patrón cíe retino ico. Los resultados clemosnaron que la
rací i ae tiy id ad Ii gací a a E l~2 1 era au tén t ¡ co ácido ret i ¡mico.
2.2.- Caracterización <le las isoformas II y III
2.2.i .- Determinación de Mr
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Los picos II y III tienen la misma Mr (21 KDa) tanto en
determinaciones en filtración en gel como en SDS-PAGE (Fig. Li). La
coincidencia de Mr en los dos sistemas indica que a pH 7 y (1.15 M
NaCí los polipéptidos II y III están como monómeros,
2.2.2.- Análisis de aminoácidos y azúcares. Secuenciación
El análisis de aminoácidos de las dos EP2I (II y III) sugiere
una composición muy similar (Tabla 2). Ambos polipéptidos se
tiñeron con el reactivo de Schiff, sugiriendo que son glicoproteinas.
La secuenciación del componente 11 intacto permitió idetitificar los
siguientes residuos: I-12N-Ala-Gly-Ala-X-Asp-Pro-Giyvaí. El
componente III no generó ninguna secuencia, sugiriendo un N-
terminal bí OdI ucacio.
2.2.3.- Mapas peptklicos
Los pé1nidos trípticos de los componentes II y 111, separados
por 1-IPLC, se muestran en la Figura 1 2. Ambos polipéptidos tienen
pépticlos muy similares variando sólo 1 o 2 (le élios.
Los mapas peptídicos de los péptidos trípticos clansilados se
muestran escluematicamente en la Figura 13, También con este
sistema de análisis se observa una gran homología entre EP2I II y
III, pero al menos un péptido parece diferente.
2.3.- Actividad antiproteasa en cl fluido epididinial
2.3. 1.- Achvidad anuproteasa a lo largo del proceso de
purificación.
Una observación totalmente fortuita llevó a la detección de
una actividad antiproteasa que parecía asociada a EP2 1 . Para
clarificar este punto se hizo un seguimiento cíe esta actividad en
cada uno de los pasos de purificación de esta proteína(s)
comentados en 2. i.
En Sephadex G- 100 (Fig. 14) se observa un pico de actividad
antitripsina que no se solapa exactamente con el pico de 1921,
eluyendo con una Mr aparente de ~25 KDa. Cuando este pico de
an tiproteasa se cromatografió en DEAE—celulosa, la actividad eluyó
en la fracción no unida a la columna y que como se mostró en 2.1
(Hg. 10) es heterogénea. Las isoformas 1921 11 y [11 no poseían
actividad antiproteasa. Debido a su heterogeneidad el polipéptido
activo to(lavía no ha siclo purificado totalmente.
Puesto que el testículo y el torrente circulatorio son fuentes
importantes del material proteico que constituye el fluido
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Hg. 11. Determinación
y III en condiciones
Ambas isoformas sc c
o sc analizaron en SL)
posición de elución (o
de las Mr aparentes de las isoformas fi
nativas (A) y desnaturalizantes (B).
roinatografiaron en Sephadex 0-100 (A)
S-PACE en geles del 12.504 (B). La
movilidad) de las dos isoformas se
iiíterpoló en las rectas de calibración obtenidas con los
siguientes marcadores: 1) SAB; 2> ovoalbúmina; 3)
gliceraldehído 3 fosfato desliidrogenasa; 4) anhidrasa
carbónica; 5) quimotripsinógeno; 6) inhibidor tripsina de soja;
7) miogiobina; 8) uteroglobina; 9) lisozima; 10) citocromo C.
KD=(Vc-Va)/(Ví-V0)
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Com JOSición de aminoácidos de EP21 II III
mol/lOOmol n~ probable de residuos
II II! II 111
Asp 7.43 6.72 14 13
Tre 5.80 5.65 11 11
Ser 5.15 6.15 10 11-12
Gín 13.40 13.18 25 25
Pro 0.31 0.22 1
Cli 3.80 4.00 7 7
Ala 16.23 17.60 31 33
Va! 8.24 8.13 15-16 15-16
Met 2.22 1.98 4 4
Ile 1.74 1.71 3 3
Leu 9.30 9.i5 17-18 17-18
Tir 5.íO 5.90 10 í 1
Fen 4.90 4.46 9 9
Lis 8.63 7.80 16 i 5
Flis 3.20 3.10 6 6
4.64 4.00 9 8
Residuos totales 188/190 189/192
Tabla 2. Composición de aminoácidos (le EP2i II y III
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Fig. 1 2. Mapas peptídicos de las isoformas II (a) y III (b)
de la EP2I . Ambas isoformas se digirieron con tripsina y
los péptidos se separaron mediante cromatografía (HPLC)
en fase reversa. Las puntas cíe flecha indican posibles
diferencias en el patrón de péptidos
y
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Fig. 13. Mapas peptídicos de las isoformas 11 y III de EP2l. Los
péptidos tríl)ticos de ambas proteínas se “dansilaron” y se
separaron en cromatografía bidimensional en capa fina como se
describe en Métodos. Los péptidos fluorescentes se visualizaron con
luz Uy. Los subproductos del reactivo (DNS-OI-I y DNS-NH2) se
muestran rayados. La flecha en 11 apunta a un péptido con
diferente movilidad.
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Fig. 14 . Purificación en Sephadex 0-100 del inhibidor de
proteasas epididirnal. Fluido epididimal de conejo se
cromatografió en una columna en las mismas condiciones
como en la Ng. -, 10 ~.íl de cada fracción se usaron para
determinación de inhibición de tripsina, bien con azocaseina
(O——O) o por el método de difusión radial (fotografía
inserta). En este último caso se emplearon dos dosis de
VG
10 30 o
tripsina <50 y 100 ng),
epididimal, el siguiente punto a esclarecer era la procedencia de la
actividad antiproteasa encontrada. Para ello, se corrieron sendas
cromatografías de filtración de un extracto testicular y de suero de
conejo concentrado tres veces, en las mismas condiciones a las
utilizadas para el fluido epididimal. Se determinó la actividad
antiproteasa en un rango de fracciones donde debería eluirse el
inhibidor encontrado en fluido epididimal, obteniendo resultados
negativos para suero (Fig. 15) y un pico de actividad para el
extracto testicular, aunque de peso molecular superior al inhibidor
epididimal (Fig. 16). A la vista de estos resultados, parece que el
inhibidor es de procedencia epididimal
2.3.2.- Regulación androgénica del inhibidor epididímal
de proteasas
Puesto que uno de los principales objetivos del presente
trabajo consiste en el estudio de la regulación androgénica de
proteínas epididimales, se procedió a determinar si el inhibidor
específico de epidídimo estaba sometido a la acción de hormonas
androgénicas. Se obtuvieron los fluidos epididimales de varios
conejos castrados y de varios controles y se fraccionaron en
Sephadex G-l00. La determinación de la actividad antiproteasa
subsiguiente (Fig. i 7) indicó la fuerte disminución de la misma en
los animales castrados, lo que nos hace pensar que se trate de un
inhibidor regu lacio por andrógenos.
2.3.3. - Especificidad de la actividad antiproteasa
2.3,3.1.- Frente a proteasas convencionales
Con el propósito de analizar la especificidad del inhibidor
encontrado en epidídimo, se midió la actividad inhibidora frente a
proteasas convencionales. Las curvas de inhibición obtenidas
muestran una máxima actividad frente a tripsina y papaína,
decreciendo notablemente para subtilisina y siendo totalmente
inactiva frente a quimotripsina (Fig 18).
2.3.3.2.- Frente a proteasas del espermatozoide
Dado que existen algunos antecedentes de inhibidores
acrosomales encontrados en el plasma seminal y fluido testicular
([Goodpasture, 198i #106, Tschesche, 1974 41134]), nos plantearnos
estudiar la posible acción antiproteolitica del inhibidor epididimal
sobre la acrosina, el enzima proteolítico presente en el acrosoma del
espermatozoide y que parece implicada en la fecundación ([Tesarik,
1990 #l 49]). Para la purificación del extracto de proacrosina, forma
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Fig. 15~ . Ausencia de inhibidor de proteasas epididimal en suero.
Suero de conejo se concentró como se describe en Métodos y se
cromatografió en Sephadex G-100 en la mismas condiciones que en
la Fig. . La actividad antitripsina (o) se midió en las fracciones. No
se observa actividad en la posición de elución del inhibidor
e pidid 1 m a 1.
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Eig. 16. Ausencia de inhibidor de proteasas epididimal en la
secreción del testículo. Un testículo de conejo se dividió en
explantes que se incubaron en 7 ml de medio de cultivo
durante 5 h como se describe en Métodos. El medio se
centrifugó, se concentró por liofilización y se cromatografió
en Sephadex G-iO0 en la mismas condiciones que la Fig.14.
La actividad antitripsina (00) se midió en las fracciones.
No se observa actividad en la posición de elución del
inhibidor epididimal.
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PÁg. 17. Desaparición del inhibidor epididimal en animales
castrados. Fluido epididimal de animales controles intactos o
de castrados 15 días antes, se cromatografió en Sephadex G-
100, se reunieron las fracciones correspondientes al inhibidor
y se ensayó la actividad frente a tripsina (80 ng). Cada curva
corresponde a un animal diferente.
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Fig. 18. Inhibición de diferentes proteasas por el inhibidor
epididimal. La actividad de 80 ng de cada protesasa se
determinó en presencia de las cantidades de inhibidor
indicadas. El ensayo se realizó usando como substrato
azocaseina. como se describe en Métodos.
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precursora inactiva de la acrosina, se siguió el esquema mostrado
en ‘Materiales y Métodos’, donde el lavado repetido de
espermatozoides con PBS se mostró crucial a la hora de eliminar
inhibidores de proteasas presentes en la preparación. La omisión de
este punto puede enmascarar cualquier actividad de acrosina
presente en la preparacion. Para la medición de la actividad
proteolítica de la acrosina, previamente se debe autoactivar la
proacrosina, hecho que se consigue a pH básico (pH 8.0) y en
presencia de iones Ca+2. La purificación de proacrosina se lleva a
cabo a pH ácido (pH 3.0) precisamente para evitar en lo posible
pérdidas en el precursor. La Figura 19 muestra la actividad de la
acrosina después del proceso de activación. Una vez confirmada la
presencia en el extracto de actividad en acrosina, se ensayó la
capacidad antiacrosina del inhibidor epididimal. Para ello, dado que
no se disponía de acrosina purificada a homogeneidad, se utilizaron
cantidades de la proteasa que eran capaces de producir un mismo
efecto proteolítico que el alcanzado con las concentraciones de
tripsina ensayadas. Las curvas de titulación de la acrosina presente
en el extracto con el inhibidor epididimal purificado son
comparables a las obtenidas para tripsina (Fig. 20).
3.- ASOCIACION DE LA EP21 A LA SUPERFICIE DEL
ESPERMATOZOIDE
La unión de varias proteínas del fluido epididimal a la
superficie del espermatozoide está ampliamente demostrada
([Brooks, 1980 #37; García, 1988 #77; Zeheb, 1984 #30]). La función
de estas proteínas asociadas es oscura hasta el momento. Pareció,
por tanto, de interés observar si la 5P21 era una proteína asociada
al espermatozoide. Para una mejor definición y sensibilidad de
detección se emplearon técnicas de inmunomicroscopía electrónica.
3.1.- Caracterización de anticuerpos
Las proteínas del fluido epididirnal fueron separadas en un gel
de poliacrilamida con SDS y posteriormente transferidas a papel de
nitrocelulosa. Un carril de la inmunotrausferencia se tiñó con rojo
Ponceau para visualizar el patrón de proteínas (Fig. 21). Se ensayó
un carril paralelo de la transferencia con anticuerpos frente a la
EP2i, obtenidos corno se describe en “Métodos”. El anticuerpo frente
a la EP21 (Hg. 21) mostró especificidad por su antígeno aunque se
observó igualmente reacción en zonas de peso molecular inferior,
reacción que podría corresponderse con una degradación
proteolítica de la EP21, diferentes formas glicosiladas de la proteína
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Fig. 19. Activación de proacrosina a acrosina. Proacrosina
purificada en Sephadex G-100, se dividió en dos alícuotas.
Una de élias se mantuvo a 00C durante 1 h mientras que la
otra se activó a pH 8 y 10 mM Ca2+ a 250C por el mismo
tiempo. La actividad proteolítica se determinó siguiendo la
cinética de hidrólisis de BAPNA. La ligera actividad de la
proacrosina mantenida a 00C probablemente es debida a
activación durante el ensayo de proteolisis.
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l7ig. ZA. . Caracterización del anticuerpo contra EP21 . Dos
porciones iguales cíe fluido epidiclimal se sometieron a SDS—
PAGE. El gel se transfirió a papel de nitrocelulosa y un carril
(a) se tiñó con rojo Poncean para visualizar las proteínas
totales. El otro carril (b) se incubó con anti-EP21 . La Mr diC los
marcadores se muestra a la izquierda.
o incluso polipéptidos relacionados con reacción cruzada para el
antisuero.
3.2.- Inmunoníicroscopfa electrónica de la EP2L en el
e s p e rin at oz 01<1 e
Los espermatozoides incubados con un suero control no
inmune no presentaron reacción ni en la cabeza (Fig. 22) ni en la
cola (PÁg. 22) Cuando se empleó anti-EP21 para la localización del
antigeno correspondiente en la superficie celular, se observó un
ligero marcaje en la región acrosomal y en la zona postacrosomal de
la cabeza (PÁg. 22). La EP2I se asocia igualmente al segtnento medio
(Fig. 22) pero no a la región principal dic la cola (PÁg. 22).
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Ñg. 22. Inmunomicroscopía electrónica de la EP2I en el
espermatozoide. a: Control incubado con suero no inmune; b y c:
Segmento medio y región principal, respectivamente, de la cola de
un control incubado con suero no inmune; d: Asociación de la EP2I
a toda la superficie de la cabeza; e: Asociación de la EP21 al
segmento medio; f: No se observa practicamente ningun marcaje
sobre la región principal
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rEl epidídimo no es meramente un conducto que comunica
fisicamente el testículo con las vhs inferiores sino que es un órganO
dlondie los espermatozoides maduran, adiq uiriendo su capacidad de
fecundación, y donde se almacenan por largos períodos. Todos estos
procesos son dependientes, en primer lugar, de la presencia de
andrógenos. Más recientemente, parece dj ue la capacidad de
almacenamiento de espermatozoides es además dependiente cíe una
tempera tu va inferior a la corporal ([Ras we i ler, 1982 # 1 37; B ed ford,
1978 *60; Esponda, 1986 *8; Bedford, 1991 #‘7¡). En todos estos
procesos l)arecen estar implicados proteínas cíe secreción del
epiclídi mo. Así, algunas cíe estas proteínas son reguladas por
andrógenos ([l3rooks, 1986 *9; Brooks, 198(3 #37; Brooks, 1983 #39;
Jones, 1980 *681) y se asocian diferencial mente a la superficie cid
espermatozoide ([García, 1988 *77; Olson, 1981 *92; Esponcla, 1985
*611). Aunque existen numerosos estudios sobre el epidídimo y su
relación con la madu ración del esperníio, son relativamente pocos
los concernientes con esas proteínas de secreción. Además, la
mayoría cíe estos trabajos han siclo real izados en rata, siendo muy
pocos los estudios en conejo.
Con estos antecedentes, el presen te tui bajo ha i ntentaclo en
primer lugar, la caracterización (le proteínas de secreción cíe!
ep idící i mo (le conejo y la regu ¡ación cíe su biosíntesis poi
androgenos y temperatura. En segundo lugar, se ha intentado
purificar alguna de estas proteínas y asignarles una posible función
fiS1016 g i ca
1. BIOSíNTESIS DE PROTEINAS DE SECRECION: REGULACION
POR A NUROGENOS Y POR TEMPERATURA.
Los resu 1 tacLos l)FC5C u tactos en el presente trabajo,
demuestran la utilidad cíe los explantes epididiniales cultivados Hz
vil iv a la h orn (le C5 tu cli a r Ja biosíntesis cíe prote fn ais de secreción
en este oigano. Fu este sistema, aproximadamente un 8—10% de tas
proteínas sintetizadas por el epidídimo son proteínas cíe secreción,
lo que represe nta un importan te porcentaje, i u cl icat iv o de la
actividad secretora cíe este órgano.
Un hec ¡10 cíue merece especial a tención es Ja cli ferene i a
regional en la síntesis y secreción cte algunos polipéptidos cíe
secreción a lo largo del epicl íd imo de conejo. Este hecho se
clem ues tra igual nien te en cli ferentes trabajos ([J ones, 1980 #68;
Orgebin-Crist, 1987 *1; Haro, 1988 *701), aunque se desconoce si la
cii fere nci a region al ptiecle tener un papel fisiológico o simplemente
representa el estado de oigan ización celular del epidídimo durante
el clesarrolí o.
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El epidídimo es un órgano diana típico de la acción de
hormonas ancírogenicas. La castración provoca involución (leí
epíd iclimo con un descenso en la sin tesis de proteínas específicas
(¡Jones, 1 98(1 *68; Jones, 1981 *5; Brooks, t 986 *9; Brooks, 1980
*37), Los resultados aqu i mostrados indican cítie la síntesis y
secreción cíe varios polipéptidos en el epidídlimo (le conejo son
claramente reguladas por andrógenos, haciéndose notar asimismo el
efecto dual ejercido por la testosterona sobre estos polipéptidos. La
aparición de alguno de ellos depende die la presencia cíe
testosterona, niie ntras que esta hormona reprime la sin tesis de
algunos otros. Los conejos inmaciuros, C5 dice ir, animales con bajos
niveles cíe testosterona, presen tan un patrón de síntesis de
proteínas cíe secreción similar en algunos aspectos al encontrado en
animales castrados, con algunos polii)éi)tidos cuya síntesis y
secrecion está reprimida en el adulto. Estos cambios, como se
come ¡fiará l)osteriormente, parecen cleberse a variaciones en los
niveles de mRNA’s específicos de proteñías de secreción.
Recientemente Grgebin-Crist y col (1 Orgebi n —Cri st, 1987 # 1])
anal izaron la síntesis dic diferentes proteínas del corpus del
el)idídimo cíe conejo iii vino. En este trabajo también se indica cine
la testosíciona ejerce un efecto dual , aumentando la síntesis cíe
algunas proteínas especificas (M~ 20 y 25 KDa) y repri ni iéndola en
otros casos (M~ 23,35 y 42 KDa). Queda por establecer en el estudio
mencionado si estas proteínas reguladas hormonalmente son cíe
secree ciii, aunque es notoria la semejanza de M~ con los mostrados
por nosotros.
Este efecto represivo de la testosterona observado en el
epidídimo es de gran interés ptiesto cíue puede servir como modelo
~ ra un ¡nej o r en ten(l ini ento cíe i os mecanismos cíe acción cíe ésta y
otras hormonas esteroides, Generalmente, se lía tendido ha estudiar
la acc ¡ on i ¡iductora cíe la testosterona y otras hormonas esteroicles
sobre determinados genes pero el efecto represor ha recibido
intíclia nien os atención. Recientemente se han clescri to en otros
organos proteínas espee <ficas reprimidas por testosterona ( [Léger.
1987 -428; Chaiterjee, 1987 #66; Saitzman, 1987 *74]) lo que abre
una vía interesante para el estucho cíe la regulación hormonal.
Con los cli ferentes resultados que se i han obte ni eííclo, se
nte nl ó estal) lecer un Pos ble paralelismo entre cl ¡ ferentes
mecaní sinos de reguiacion. Li el preseííte trabajo se muestra el
efecto cíe la dcv ac ón de la temperatura y de la supresión del
aporte ancí rogénico sobie la síntesis cíe proteínas de secreción de la
cauda epicí icí imal cíe conejo. Los resultados obtenidos i tul lean c~ue
umía relaú vamemite alta temperatura (temperatura corporal) en la
cauda produce cambios en la biosíntesis cíe proteínas de secreción
muy si níilares a los obseivaclos después de la castración; tales
res tiltacíos son cíe especial importancia pues hasta el momento
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presente no se han díescrito semejanzas de este tipo. En estudios
anteriores Esponcia y Beciford (LEspo¡ida, 1986 #8 1) consiguieron
efectos similares cíe la castración y la temperatura corporal sobre la
composición proteica del fluico cíe la cauda, sin establecer si las
alteraciones encontradas se debían a cam bios en la reabsorc ¡dii,
si ntesis o secreción, o degradación cíe macromoléculas.
Los mecanismos de acción de los ancírógenos y la temperatura
corporal sobre las proteínas de secreción de la cauda parecen ser
cli Icrentes según se deduce de las siguientes observaciones: a) Los
efectos cíe la castración y La temperatura corporal fueroíí muy
si ini la res aunque no iclé nticos; en este sentido, cabe mencionar
como la temperatura corporal no induce la síntesis del Po1 1 péptido
2, que sin embargo aumenta después cíe la castración <Fig.5); b) La
adini n is trac ión d.c a ndrógenos (incluso al tas dos i s) no re vierte el
efecto cíe la temperatura, excepto en el caso del polipéptido 6, cuya
sin tesis rec upera el nivel de los controles. En contraste, la
aclmiíí is trac ión cíe andrógenos revierte los cambios sobre la s frites is
cíe proteínas de secreción producidos por la castración ([Regalado,
1989 -4761).
Para respaldar estas observaciones se estudiaron los efectos
cíe la casta¡ci ón y la temperatura corporal so bre [a coíí cen tmc dii
caudal del níRNA correspondiente a la EP2 1. Nos centramos
pa rti c nl armente cii este mensajero puesto que la EP2 1 es u u
co¡nl)onen te cíe secreción níayoritario del fi nido epicí icí ¡ mal
(¡Regalado, 1989 #76j) siendo facilmente sintetizado e
ínmunoprec¡ pitado después tic la traducción ¡u vitro del polí
(A~~inR NA epididimal.
Las variaciones observadas a nivel de la biosíntesis (le la EP2 ¡
se corre lacio íiaron con los canib i os encontrados para las
conce ¡ítrac iones cíe su mR N A. La c astración y la temperatura
corporal descienclcii el nivel de su mRNA aunque, mientras cíue la
su plenientaci ón con andrógenos restauró este nivel en los aní i males
castrados, e! tratamiento liormoníal lío produjo efecto alguno sobre
las caudas abcloíni nales.
El efecto cíe la temperatura corporal pu rece ser
parÉ ic ula rmente selectivo, puesto que sol amente algunas proteínas
cíe secreción se ve ni a fectaclas, Más aúni, la temperatura corporal no
prov oc a variaciones c ons i clera bIes sobre la can ti dad cíe
¡~~8 línetionína inicorporacla cii proteínas totales por catiticlades
si mi la res cíe expían tes cultivados iii vi/ro, obtenidos a partir cíe
caudas escrotales y abdlominales. Tampoco se observaron efectos
ap’ ibles cíe la temperatura corporal sobre la mayoría cíe Los
.‘s procedentes de la cauda, según se deduce del análisis
,ofoíét cíe los productos resultantes de la traducción iii varo
J4!ean< antidacles si mi lares de poí i(A)+ RNA cíe caudas
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escrota les y abdominales (Fig. 8). En relación a este punto,
Raswei lcr y Bedford ([Rasweiler, 1982 *13 7j) no encontraron
a Iteraciones a nivel de la ul traestructura de las células epiteliales
cte la cauda manítenicia a temperatura corporal, lo que también
sugiere un efecto muy selectivo cíe la temperatura sobre esta región
del epidídimo.
lenielIdIo en cuenta los efectos similares producidos por la
tempera tu vn corporal y la castración, podría pe nsarse que una
temperatura dcv ada prodtnjera un descenso (o i n activación) en el
nivel cíe receptores ancirogénicos, impidiénciose así la ace ióni
hormonal. La medida cíe los receptores de ancirógenos no evidencio
di fere nc las significativas entre caudas escrotales y epidid iniales.
Existen acie más una serie cíe consideraciones en contra cíe este
meca u n snuo: a) el receptor de ancirógenos es completamente
funcioníal en muchos órganos bajo la acción cíe la temperatura
corporal (próstata, vesículas seminales, hígado, riñón); b) la
aclministrac ión dic andrógenos revierte el electo cíe la temperatura
sobre la síntesiS (leí polipéptido 6 (Fig.5), sugiriendo la ex istenci a
cíe un recejilor luncional. Sin embargo, cabe la posibilidad de qtíe
otros hielo res, níecesarí os para el buen fLnncionnmien to del receptor
cíe a nl róg enos, ptnd i eran al te iii rse tras la e~pos i ci ó n cíe 1 ep i ci íd i mo a
la lenipera tu ra corporal.
Los resu 1 taclos obten idos a partir de los cx p~n melitos hasta
ah oía e oip cntad os presentan u n iii terés po te nc ¡ al en canupo s con la
niuporlancia (le la Biología cíe la reproducción y del control de la
ex presion gén ¡ca. El electo cíe la tcmperattí ra sobre la sin tesis de
prol cinas e p ¡cl idi ma les cíe secreción puede ser cíe vital importancia
a la hora (le prolunclizar en la ftnncionalidad del espermatozoide y
su al níacenaluiento en la cauda, dado q~ne estas proteínas de
secreción están implicadas en ambos procesos ( [Esponda, 1986
*81 ),9 y, e ientamente , alguna cíe las proteínas reguladas por
tenn ~ ra 1 inra menc ¡onaclas en este trabajo se asocian selectivamen te
a la su perfí e ¡e (leí <=5~Crmatozoide cíe conejo almacenací o en la
c anda (1 García, 1988 #77 ¡ ), como se comentará posteriormente, Por
tanto, la variación en la sin tesis de poí ipeptidos cíe secrec ióíí puede
alterar la comi)osic ión proteica (leí flu ido epicí icí imal , cíe vital
iruportanícia para la sLnperviVencia del espermatozoide. En este
senlti(io, dos trabajos (¡B ediorcí, 1991 *7; Esponda, 1986 #8¡ ) han
intentado correlacionar variaciones cii la supervivencia y
c apaci tac ió u cíe 1 espermatozoide de la cauda con cambios en el
perfil prcte ico del fluido 1 um¡ na 1, producidos cíe forma si mi lar por
la c ast na ci o n o la tempera tu va corporal.
Por otro lado, los efectos similares producidos por Ja
temperatura corporal y los ancírogenos sobre la expresión de varios
genes epid icí i ma les puede ofrecer un mecan i sino interesante para la
regulación gén ica. Sol amente podemos especular sobre este
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mecanismo, au ncí ue ca be nuenicionar que la síntesis de la proteína
de clíoque térmico de 90 KDa (inducible por alta temperatura),
también se induce por estracliol en el útero ([Ramacliandrán, 1988
*1381) y por dexametasona ení la ¡ inea celular L929 ([Kasaníbalides,
1983 # 1391). La expresión cíe las proteínas cíe clíoque térmico
parec e estar modulada por la interacción específica de proteínas
nucleares especificas con secuencias de DNA próximas al promotor
del gen U Morgan, 1987 #141 ; Wu, 1984 #140]) de forma que
recuerda la iníteraeción (le los receptores esteroidicos con secuencias
específicas cíe los genes regulados hormonalmeníte ([Beato, 1989
#142]). Podría ocnj rri r que ení la cauda epidiclimal factores nucleares
depencí ien tes cíe tenuperatura interaccionasen con regiones de
algunos genes, regulancío su expresión de fornna si ni i lar a la din i gida
por androgenos.
2. PRESENCIA I)E PROTEINAS CON CAPACIDAD DE UNION A
ACII)O RETINOIC() EN EL EPIDíDIMO DE CONEJO.
Varias SO~ las proteínas iii traeeluí ares emí c a pac iclad cíe u níión
a retinol y ác ¡cío reti níoico que hasta el momento lían siclo descritas;
sin eiíibargo, no es tan elevada la relación de proteínas de secreción
cí ~ presen tan esta capacid ací. Recientemente se lían descrito
proten na s con capac iclad cíe unión a retinoicies en las secreciones
uteri¡ias cíe cerdo (1 Clawitter, 1990 # 151]) y en el fluido epidiclimal
de rata (LOng, 1988 -*1 15; Newconíer, 1990 *1131), En este último se
observan dos i soformas [3 y C de un polipéptido mayoritario del
flu ido cori M1 de 18.500 y que es dependiente de andrógenos.
Co mo se Ii a comen tacLo anteri orníente, los ciatos derivados del
preseiííe estudio nos hacen sospechar que la proteína EP2I puede
ser la corre sponci iente a la cíe 18.5 KDa purificada del luníen
epiclid i mal cíe rata. Con estos antecedentes, se decidió examinar la
acti viciad cíe uní ión a retinoico en el fluido cíe epiclíclinio cíe conejo. El
análisis cíe los productos ligados a ác ido reti níoico, previa incubación
ji; vi/Jo con este compuesto it ti acio y posterior purificac ióní
ucd i a ni te ii It nac i ciii cii gel y cro inatogra fía cíe i n tere ani b i o, i nci ¡ e ó u u
luerte potencial cíe unión a retinoico para las formas II y III de la
EP2 1 . Los resu luidos obtenidos por Newcomer y col en rata
(¡ Newconíer, 1990 *1131) ponení cíe manifiesto el alto grado de
simi 1 itucí existente entre las dos isoformas B y C anteriormente
descritas (1 Brooks, 1986 *91).
Tambiéní en el conejo las dos isoformas de EP2 1 parecen muy
sim i lares a juzgar por los análisis cíe mapas peptid icos, análisis de
amnníoác idos y pon su peso iiíolecular. Los mapas peptídicos inídican
tina gran similitud: en l-iPLC (Fig. 12) 2 o 3 péptidos pueden ser
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diferentes, siendo la mayoría comunes; algo similar ocurre eni TLC
(.Fig. 13) diondle también la mayoría cíe los pépticios son comunes
pero al menos uno tic ¿líos es claramente diferente. Los análisis de
am incáciclos también sugieren un gran parecido entre las isoformas
II y lii.
Ambas isoforníías están glicosilacias por lo ci ue existe la
posibi 1 idad cíe que tengan ci iferente grado cíe gí icosil ac ió¡í. Esto
podría explicar su diferente carga eléctrica y el cíuc algún péptido
glicosil aclo tu viera un diferente comportamiento en los mapas
peptíclicos. Es clificil, por tanto, asegurar si las dos isoformas
cii fieren Ii gerameuíte en estructura primaria o si teniendo la misma
sectíencia difieren en su grado cíe glicosilación.
A mbas isoformas tienen iclén tica Mr aparente tanto en
fi It ración en gel en concí iciones nativas como en elee troforesis
clesnatu ralLante en presencia de SDS y de agentes reductores de
grupos -51-1. Estos ciatos sugieren que las EP2 1 se encuentran como
monoineros en condiciones fisiológicas.
La función de estos polipéptidos está por aclararse pero su
capacidad cíe unión de retinoico es compatible con alguna función
del retinoico en el epidídimo o en el espermatozoide. Como se ha
mencionaclo, los retinoides parecen esenciales en el manten i miento
cíe las [une iones reproductivas. El hee lío de que se vayan
clesc ubrienido prote í¡ias con cal)aeidad c[e uní lón (le retinoicies en las
secreciones de los tractos genitales, sugiere que estas proteínas
deben tener un i níportante, .sino tnípresci ndible, papel fisiológico.
Siendo las EP2 1 un componenite mayoritario del fluido y teniendo
tina unión de retin oico no saturable, es posible que tengan una
luncion cíe tnaiísponte cíe este retinoide. En este contexto, se (lebe
recordar ci nc, como se lía demostrado en este trabajo, las EP2 1 se
sintetizauí prefereníciaime¡íte en la región inicial del epidídimo
(caput)
l)aclo que, aJ menios cii rata, las célLilas principales del capín
contienelí los niveles mas elevados de CRBP ([Kato, 1985 # 112:
Porter, 1985 # liii), cabe pensar que esta región
presente u u elevado metabolismo o movimiento para la vitamina A,
3. ACTIVIDAD ANTIPROTEASA EN EL FLUIDO EPIDIDIN4AL.
Otro cíe los polipéptidos de secreción de interés observado cii
este trabajo lía siclo un mliibidor cíe proteasas. La presenie ¡a cíe este
1)01 ipéptidio en el fluido epiclidiníal no implica necesariamente su
origen en el epidídimo. Existía la posibilidad cíe que procediera del
trasudado sangu <neo o intercelular (como es el caso cíe ¡a
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seroalbúmina presente en el fluido epiclidimal) o de la secreción del
testículo cíue es vertida en el epidídimo. Puesto que este inhibidor
no ha siclo l)urificadlo a homogeneidad, no hemos podido demostrar
mcc1 Inivocannente su origen epicliclimal por medios típicos como
ínn1tInohnstocíuínnic~i, marcaje radiactivo e inmtlnloprecipitación, etc,,
Por tanto acucí innos a métodos i ncii rectos para demostrar su origen.
La cromatografía en filtración de suero de conejo o de secreción
testicular no permitió observar en éil os un inhibidor de proteasas
con las características del existente en epid iclímo, incluso
enfll)leandio una cantidad de material de partida en el que
teoricamen te debería haberse
observado tal inhibidor. Todo ello indica cíue este inhibidor es cíe
ori gen epicliclimal.
Un hecho interesante es la dependencia del inhibidor de la
preselie ia de a nclrógenos. La castración produjo la práctica
desaparición del inhibidor. Poirier y col ([Poirier, 1981 *148;
Poirier, 1984 *1491) han descrito en el fluido epicliclimal de ratón
n lii bici ores cíe tri psi na con naturaleza and róge no—dependiente,
autores cine sugieren cíue la presencia de éstos podría estar
relacion ada con la prevención del daño del epitelio epiclidinnal
causado por ‘‘fugas’ cíe acrosina a partir cíe espermatozoides
cíe lcd uosos.
Este i ííh ¡ bidor epicí iclimal es relativamente selectivo: no inhibe
en absoluto la dluimotripsina y muy poco la sínbtilisina, Su mayor
actividad es frente a tripsina y acrosnna.
Como se comen tó en la introclucción, la acrosi ini es una
proteasa con actividad tipo tripsina localizada en el acrosoma del
esperma tozoicle cíe mamíleros y que permite [a penetración del
espermatozoide en la zona pelúcida del oocito. Diferentes trabajos
Zanevelcí, 1970 *13; Goodpasture, 1981 *106]) muestran como
iiih ¡bidores cíe la acrosina son capaces de prevenir el proceso de
lcr ti Ii zac jo ni ¡a ni lo iii vi/jo conio iii vivo. Estos antecede tites sugería ni
la posibilidad cíe que l)uclierarncs encontrarnos ante un inhibidor de
a c r. os ¡ n a
Es posible cine este inhibidor mantenga inactiva la acrosina
del espe rin i o hasta el monnento cercano a la fecundación, en ei que
la acrosina activada ayude a la penetración del espermatozoide en
el ovulo.
Alternativamente, la presenciadel mlii bidor sostenida por sus
ud tictores, los a nclrógenos, podría i mpeclir procesos cíe i uvol tic ión
cíe las cé 1111 as epicí idi males l)rOduc idos por enzimas simii ares a
tripsina. Esta involución octnrre en el epidídimo tras la supresión cte
a nd rogenos por castración, a unc¡ ue no está demostrada la
mp 1 ieac ión cíe enzn mas proteoliticos.
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4. LOCALIZACION DE PROTEINAS EPIDIDIMALES DE
SECREClON ASOCIADAS A LA SUPERFICIE DEL
ESI>ERM A1’OZOIDE.
Es esta la primera vez en la cíue se aborda la locali Zacion
ultraestructural, mediante técnicas de inmunomneroscopía con
i)articulas cíe oro, cíe proteínas cíe secreción epididimales asociadas
a la superficie del espermatozoide. Utilizando proced im idi tos
clásicos cíe i nmu noflu orescencia, tra bajos anteriores Ii an
demostrado la asociación cíe proteínas (leí fluido epidiclimal coil el
espermatozoide ([Brown, 1983 *65; Brooks, 1980 *37; Rifkin, 1985
1986 *561). En el presente trabajo se han uti ti zaclo
tnnou II raestructurales con un mejor poder (le resol tic iOn
*55; Smith,
técnicas nnm
y sensibili
naencionaclos.
mencionar cí
localizac ion
u ti i i za n ci o
a n ti c ti e r p~ s
prev iainente
diatí q
Como
tne los
cíe la
las mis
en a
11ev a cíos
lA) 5 It siil tiíclos
EP2 1 a a igu nas regi
Pd)5 Lic ros oíl)al y
Uti 1 izando
ue los es tucli os cíe i n mu n ofí uoresc e ncta
ejemplo cíe esta mejora en la sens i bi 1 iclací, ca be
resultados aquí preseni taclos, en cuanto a la
EP2 1 respecta, difie ilmente se observ aron
mas preparaciones de espernnatozoi cies y
1 gu nos estudios de i n tu u nofí u ore sc e nc í a
a cabo por nosotros
obtenidos indican una asociación selectiva de u
ones del espermatozoide: la región acrosomal y
el segmento nieclio,
un a n ti s nc ro fre
de conejo
nc ipa íes
pero no el principal de la
nte al total l)rote ico del
epicí icí ¡ nial
regiones pri
regiones cien ominadas acrosoma, región postacrosomal
mecho cíe la cola. La porción principal cíe la cola
ecuatorial cíe la cabeza contienen menor cuantía
epíchídímnales. Esta última observación puede ser
con siclerancio ci tic el segmento ecuatorial no contiene
líticos ~ en el resto del acrosotna y que parece
inc ial cíe la Fusión espermatozoide/oocito.( [Beciforcí,
Otros estucí
asociación
1980;
íj roteí II
Rifkiti, 1
as epidlid
985) también
imales a la s
cola.
flu ¡cío
que tres
proteínas,
y segmento
y la región
cíe proteínas
m PO n. t a u te
los enzimas
ser el Sitj’)
1979 #78]).
han indicado
uperficie (leí
e s pe ini a t o zo ¡cíe.
lodos estos ciatos mcl ican cíue el segmento princ i paí cíe la cola
se asoc n a con un reí ativainen te pequeño conten ido proteico dIc 1
mecí io cíe la cauda epicildimal . Sin embargo, la uterogl ob iii a,
componente ini n ontario cíe este fiulcio ([Haro, 1988 *70]), se asoc ja
con este segmento, lo cíue se confirma por el hecho (le que el
espermatozoide vede agiutinarse ‘cola—cola’’ ¡Ji vúro por el
anticuerpo a nti —ti terogiobina.
En rest.nmen los resultados cíe
indican cune la asocnacnon cíe
espenm atozoicie no es al azar, sino
inmunomtcroscopía electrónica
proteínas epidid ima íes al
que se ajusta a interacciones
(García
del espe
y col, 1988) observaron
rn1atozo ide unen estas
nos ( i3rooks,
selectiva de
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específicas con cada dominio morfológico y funcional descrito para
el espermatozoide ([Olson, 1983 #l 431).
El sknif
icaclo funcional cte esta unión diferencial y selectiva de
l)roteínas del flu idio epididimal no se ha resuelto por el momento, lo
ínnsmo que ocurre con el papel fisiológico exacto de muchas de estas
pro te í ¡~as.
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It ©NI~
CONCLUS KCNISS
El 8-10% <le las proteínas sintetizadas por el epidídimo son de
secreción.
2,- La síntesis y secreción de varios polipéptidos en el epidídimo de
conejo están reguladas ~ andrógenos
3.- La testosterolia ejerce un efecto dual, aumentando la síntesis dc
algtnnas pioteinías específicas y reprimiéndola en otros casos
4,— La elevación cíe la temperatura en la cauda produce cambios en
la biosíntesis de proteínas de secreción muy similares a los
observados después cte la castración.
5.- La EP2 1 se presenta bajo ¡soformas muy similares qtne s~
sintetizan 13VCfC1CIiCifllmCfltC en La íegión inicial del epidídimo.
6.— La custraeldin y la teniperatula corporal descienden el nivel del
mR N A de la EP2 1
7.— Las 1 soíormas II y LII cte La EP2 1 presentan una fuerte
capacidad cíe u ni íón a ácido idinoico.
8.- La LIV 1 se asocia a las regiones acrosomal, postacrosomal y
segnien to medio clii espermatozoide.
9.— U ji PO) flÓ ~vi cío de secreción epicí idimal dependiente cte
ancí mge u os es iii iii lii 1i dor específico cte p roteasas.
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